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L’hypoxie est une caractéristique des tumeurs solides qui contrôle la mise en place des 
voies de signalisation impliquées dans la néovascularisation, l’apparition de métastases, 
l'augmentation de la croissance tumorale et la résistance aux traitements. L’activation du 
facteur HIF-1 (Hypoxia Inducible Factor 1) a été identifiée comme le mécanisme principal 
de l’adaptation au stress hypoxique. Bien que les premières études aient principalement 
porté sur le rôle de HIF-1, de nombreux travaux soulignent l’importance de HIF-2 dans la 
régulation de certains gènes et fonctions biologiques. Le facteur HIF-2, présentant une 
forte homologie avec HIF-1, joue notamment un rôle clef dans la progression des cancers 
rénaux à cellules claires (ccRCC). Nous avons précédemment identifié la voie 
Sphingosine Kinase-1/ sphingosine 1-phosphate (SphK1/S1P), impliquée dans de 
nombreux processus dont l’angiogenèse, prolifération et la survie cellulaire, en tant que 
nouveau modulateur de l’activité de HIF-1. Considérant le rôle crucial de HIF-2 dans les 
ccRCC, il est essentiel de mieux comprendre le rôle de la SphK1 dans la régulation de 
HIF-2α dans ces modèles. 
Dans ce but, les mécanismes de régulation du taux de HIF-2α et de l’activité de HIF-2 par 
la SphK1 ont été étudiés. Cette étude in vitro a été réalisée in vitro dans de nombreux 
modèles de ccRCC possédant des profils d’expression de HIF-1α et HIF-2α différents et 
représentant l'ensemble des groupes retrouvés en clinique humaine (expression de 
HIF-1α et de HIF-2α ou de HIF-2α seul). 
De manière intéressante, nos résultats indiquent que la SphK1 régule le taux de HIF-2α 
dans les différents modèles cellulaires, dont les ccRCC. Dans toutes ces lignées 
l’inhibition de la SphK1 entraîne une diminution du taux de HIF-2α ainsi qu’une diminution 
de l’expression des gènes cibles de HIF-2. Dans les lignées de ccRCC, la SphK1 stimule 
la traduction de HIF-2 via l’activation des protéines mTOR et p70S6K. En amont, nous 
avons établi que la phospholipase D (PLD) était responsable de l’activation de la SphK1 et 
que l’inhibition de la PLD conduisait à une diminution de l’activité de la SphK1 et du taux 
de HIF-2α. De plus, l’inhibition de la formation des espèces réactives de l’oxygène (ROS) 
bloque l’activation de la voie PLD/SphK1/HIF-2α. Nous avons ainsi identifié la voie ROS/
PLD/SphK1 comme une nouvelle voie de régulation du facteur HIF-2α.
Ce travail a permis d'identifier la SphK1 comme régulateur clef du facteur HIF-2 
démontrant l'intérêt thérapeutique de cibler la SphK1 dans le cas des cancers où HIF-2 





Hypoxia is a characteristic of solid tumors that triggers the activation of signaling pathways 
promoting neovascularization, metastasis, increased tumor growth and resistance to 
treatments. The activation of the transcription factor hypoxia-inducible factor 1 (HIF-1) has 
been identified as the master mechanism of adaptation to hypoxia. Whereas initial 
characterization of hypoxia-induced transcription emphasized on HIF-1, there is now 
evidence that HIF-2, which is closely related to HIF-1, could regulate unique genes and 
physiological functions. Notably, HIF-2, rather than HIF-1, has been shown to play a critical 
role in clear cell renal carcinoma (ccRCC). We have previously identified the sphingosine 
kinase-1/sphingosine 1-phosphate (SphK1/S1P) pathway – which elicits various cellular 
processes including cell proliferation, cell survival or angiogenesis – as a new modulator of 
HIF-1 activity. Considering the crucial role of HIF-2 in ccRCC, it was essential to 
understand the role of the SphK1 signaling in these tumors.
To this end, the mechanisms underlying the regulation of HIF-2α level and activity, via the 
SphK1 signaling, have been investigated. These in vitro studies have been conducted in 
various ccRCC models exhibiting different HIF-1α and HIF-2α status, and representing all 
the sub-groups found in human clinic (which can produce either HIF-1α and HIF-2α or 
HIF-2α alone). 
Our data indicate that SphK1 regulates HIF-2α level in several cancer cell models 
including ccRCC. Depletion of SphK1 decreased HIF-2α level and consequently resulted 
in decreased expression levels of HIF-2α responsive genes. In ccRCC, SphK1 stimulates 
translation of HIF-2α via p70-S6kinase and mTOR pathway. Upstream, we have 
established that Phospholipase D (PLD) is responsible for the up-regulation of SphK1, and 
that inhibition of PLD leads to a decrease in SphK1 activity and in HIF-2α level and activity. 
Moreover inhibition of reactive oxygen species (ROS) production abolished PLD/SphK1/
HIF-2α pathway. Overall, we have identified a new molecular mecanism whereby a ROS/
PLD/SphK1 signaling pathway regulates HIF-2α.
We provide evidence that SphK1 act as a master regulator for HIF-2α and giving support 
to its inhibition as a valid strategy for ccRCC and others cancers for which HIF-2α is 
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Chapitre I : La voie Sphingosine Kinase 1 / Sphingosine 1-phosphate
I. Le métabolisme sphingolipidique :
Les sphingolipides sont les représentants d’une classe de lipides membranaires présents 
chez l’ensemble des eucaryotes. Identifiés en 1876 par JLW  Thudichum, ils ont été 
nommés ainsi en raison de leur rôle énigmatique en référence au Sphinx de la mythologie 
grecque. Initialement considérés comme des molécules jouant un rôle structural ou dans 
la production d’énergie, il est aujourd’hui clairement établi que les sphingolipides sont 
impliqués dans de nombreux processus biologiques. Le céramide, molécule centrale du 
métabolisme sphingolipidique, est constitué d’une base sphingoïde et d’une amine liée à 
une chaîne d’acides gras composée de 14 à 26 atomes de carbone. Ce métabolite peut 
être généré selon deux voies distinctes : synthèse de novo ou hydrolyse de sphingolipides 
complexes tels que la sphingomyéline (SM) ou le glucosylcéramide (figure 1). La voie de 
synthèse de novo débute au niveau de la membrane externe du réticulum endoplasmique 
(RE) par la condensation d’une sérine avec un palmityl CoA pour former une molécule de 
3-céto-sphingosine. La 3-céto-sphingosine est ensuite réduite en dihydrosphingosine (ou 
sphinganine) qui peut être ensuite N-acetylée avec différents acides gras acyl-CoA par 
une des (dihydro)céramide synthases (CerS) (Spiegel & Merrill, 1996). Il existe 6 CerS 
chez les mammifères qui présentent des spécificités de substrats vis-à-vis de la longueur 
de la chaîne carbonée des acides gras acyl-CoA. Le céramide pourra ensuite être substrat 
de la sphingomyéline synthase (SMS) pour former la SM et du diacylglycérol (DAG) par 
transfert d’un groupement phosphocholine à partir de la phosphotidylcholine (PC). La SM 
peut également, par dégradation, permettre la formation de céramide. Il existe en effet 
plusieurs sphingomyélinases (SMase), caractérisées par leur localisation cellulaire et leur 
pH optimum, qui sont capables d’hydrolyser la SM en céramide et phosphocholine. Il faut 
noter qu’une autre source importante de céramide est fournie par la dégradation des 
glycosphingolipides catalysée par différentes hydrolases. Le céramide peut également 
être phosphorylé par la céramide kinase en céramide 1-phosphate. Finalement, sous 
l’action des céramidases, le céramide permet sa dégradation en de la sphingosine qui est 
le premier lipide bioactif à avoir été mis en évidence en tant qu'inhibiteur de la PKC 




































Figure 1 : Le métabolisme sphingolipidique
sphingolipidique, les sphingosine kinases 1 et 2 (SphK1 et SphK2), en sphingosine 1-
phosphate (S1P). Cette dernière pourra, quant à elle, être déphosphorylée par les S1P 
phosphatases ou être dégradée de manière irréversible par la S1P lyase en hexadécénal 
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et phospho-éthanolamine (Bartke & Hannun, 2009). Céramide, sphingosine et S1P sont 
considérés depuis une vingtaine d’années comme des acteurs importants de nombreux 
processus biologiques. En effet, ils ont fait l’objet de nombreuses études et ont été 
impliqués dans des processus très variés tels que la survie cellulaire, la prolifération, la 
migration, la réponse immunitaire, l’angiogenèse, la réorganisation du cytosquelette mais 
également dans différentes pathologies telles que le cancer, le diabète, et les maladies 
cardiovasculaires. Deux des enzymes clefs permettant de contrôler le taux de ces 
sphingolipides bioactifs sont les sphingosines kinases 1 et 2 (SphK1/2) (Gault et al, 2010; 
Maceyka et al, 2012; Pitson, 2011).
II. Les Sphingosine Kinases :
La sphingosine kinase (SphK) est une enzyme ubiquiste très conservée au cours de 
l'évolution. En effet, des séquences putatives ont été mises en évidence dans environ 30 
espèces réparties dans quatre règnes du vivant. Elle a ainsi été identifiée dans des 
organismes tels que les micro-organismes unicellulaires avec Saccharomyces cerivisae, 
Hansenula ciferrii et Dictyostelium discoideum (Min et al, 2005), les protozoaires 
Tetrahymena pyriformis et Caenorhabditis elegans (Kohama et al, 1998), les insectes tels 
que Drosophila melanogaster (Herr et al, 2004), mais aussi chez les plantes comme 
Arabidopsis taliana (Nishiura et al, 2000). Chez Saccharomyces cerevisæ, deux kinases 
capables de phosphoryler les sphingolipides à longue chaîne carbonée sont retrouvées : 
Lcb4p et Lcb5p (Nagiec et al, 1998). Ces enzymes sont similaires aux SphKs retrouvées 
chez les mammifères puisqu’elles possèdent les mêmes substrats et des constantes 
catalytiques proches. 
De façon indépendante et simultanée, chez les organismes supérieurs tels que les 
mammifères, une activité SphK a été mise en évidence pour la première fois dans le foie 
de rat (Hirschberg et al, 1970), puis dans le cerveau bovin ainsi que dans les plaquettes 
porcines durant les années 1970, mais également dans la fraction cytosolique issue de 
plaquettes humaines (Stoffel et al, 1973). 
Il existe cependant deux isoformes de la sphingosine kinase nommées selon l’ordre de 
leur découverte et caractérisation : la SphK1 et la SphK2. Ces deux isoformes, bien que 
proches en terme de séquence, possèdent des origines géniques différentes. Le gène 
codant pour la SphK1 est en effet localisé sur le chromosome 17 (17q25.2) alors que le 
gène de la SphK2 se situe sur le chromosome 19 (19q13.33). C’est en 1998 que l’équipe 
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de Sarah Spiegel a purifié pour première fois la SphK1 grâce à sa capacité à se fixer sur 
une colonne calcium/calmoduline, à partir du rein de rat (Olivera et al, 1998) et par la suite 
chez la souris (Kohama et al, 1998). Chez la souris, deux isoformes de la SphK1 ont été 
clonées : la mSphK1a et mSphK1b d’un poids moléculaire de 42,3 KDa et 43,2 KDa, 
respectivement. Ces deux isoformes résultent d’un épissage alternatif et ne diffèrent que 
de quelques acides aminés à leur extrémité N-terminale (Kohama et al, 1998). L’enzyme 
humaine a ensuite été identifiée par homologie de séquence avec l’enzyme murine (Nava 
et al, 2000b) puis clonée chez Escherichia coli (Pitson et al, 2000a). Par la suite, Billich et 
coauteurs ont mis en évidence l’existence de 3 variants d’épissage pour la SphK1 
humaine ayant des propriétés enzymatiques proches : SphK1a, SphK1b  (+14aa) et 
SphK1c (+86aa) (Billich et al, 2003). Ces variants diffèrent par leur abondance relative 
puisque le variant SphK1a est la forme majoritaire (60 %), les variants SphK1b et SphK1c 
sont quant à eux moins exprimés (30 % et 10 % respectivement) (Venkataraman et al, 
2006). La séquence de la SphK2 a, quant à elle, été mise en évidence par Liu et 
collaborateurs par homologie de séquence (Liu et al, 2000a). Il existe également deux 
variants d’épissage pour la SphK2 : la SphK2-S initialement identifiée (618 aa) et SphK2-
L (654 aa) qui constitue la forme majoritaire dans la plupart des tissus à l’exception du 
cerveau et du rein (Okada et al, 2005). 
Les ARN messagers de la SphK1 et de la SphK2 présentent des expressions spatiales et 
temporelles différentes comme l’ont montré des études par Northern blot. En effet, l’ARN 
messager de la SphK1 apparaît avant celui de la SphK2 au court du développement : le 
taux de l’ARNm de la SphK1 atteint ainsi un maximum au jour 7 du développement 
embryonnaire alors que l’ARNm de la SphK2 n’apparaît qu’au jour 11 à partir du duquel 
son expression augmente. De plus, la SphK1 est exprimée de manière quasie ubiquitaire 
puisqu’elle est retrouvée dans le poumon, la rate, le cœur, le cerveau, le thymus et le rein 
(Melendez et al, 2000). Néanmoins, le niveau d’expression le plus élevé est retrouvé dans 
le poumon et la rate. La SphK2 est essentiellement exprimée dans le cœur, le cerveau et 
le foie (Kohama et al, 1998; Liu et al, 2000a).
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A. Propriétés structurales : 
Domaine C1 à C3 domaine catalytique, C2 domaine de liaison à l’ATP, C4 liaison à la sphingosine, C5 
domaine impliqué dans le transfert du groupement phosphate. 
Figure 2 : Les sphingosine kinases : leurs domaines d’homologie et leurs variants
(d’après Pitson 2011)
Il existe cinq domaines d’homologie entre la SphK1 et la SphK2 numérotés C1 à C5 
(Figure 2). Néanmoins, les deux protéines ne partagent que 50% d’homologie ; cette 
observation permet d’exclure une origine génique commune pour les 2 gènes. Les 
domaines C1-C3 constitueraient le domaine catalytique des enzymes et partagent des 
homologies de séquence avec la céramide kinase et les diacylglycérol kinases (Sugiura et 
al, 2002). Différents travaux réalisés par Pitson et son équipe ont permis de mettre en 
évidence certains résidus clefs dans l’activité de l’enzyme : la Gly 26, la Ser 79, la Gly 80, 
la Leu 103, la Gly 113 mais aussi la Gly 82 dont la mutation en alanine entraîne une perte 
d’activité enzymatique et un Km pour l’ATP 45 fois supérieur à celui de l’enzyme sauvage 
(85µM contre 3800µM) (Pitson et al, 2000a; Pitson et al, 2002). A l’inverse, une mutation 
de la Glycine 113 en alanine entraîne une augmentation de l’activité enzymatique de 
l’ordre de 1,7 fois (Pitson et al, 2002). Cette activité accrue serait due à une modification 
conformationnelle de l’enzyme qui entraînerait une plus grande capacité à effectuer le 
transfert du groupement phosphate sans modifier la capacité de fixation des substrats à 
l’enzyme (Pitson et al, 2001).
Le domaine C4 est un domaine propre aux SphKs qui n’est pas retrouvé chez les autres 
lipides kinases. Le domaine C5 est quant à lui conservé chez la céramide kinase et les 
diacylglycérol kinases (Spiegel & Milstien, 2003). Le domaine de liaison à l’ATP des 
SphKs se situe dans le domaine C2, et est constitué de la séquence consensus 
SGDGx17-21K (Pitson et al, 2002). Le résidu acide aspartique conservé dans le domaine C4 
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semble quant à lui être impliqué dans la fixation de la sphingosine (Sph) par l’enzyme. En 
effet, l’équipe de Igarashi a mis en évidence l’importance du résidu Glu 177 dans l’activité 
de l’enzyme : la mutation de ce résidus en asparagine entraîne une forte diminution de 
l’activité de l’enzyme ainsi qu’une diminution de l’affinité de l’enzyme pour son substrat, la 
sphingosine (Yokota et al, 2004). Deux hypothèses ont été proposées afin d’expliquer 
cette diminution d’activité : la charge négative du résidu aspartate pourrait être 
responsable de l’interaction avec la charge positive du groupement aminé de la 
sphingosine ou bien une liaison hydrogène pourrait exister entre le résidu aspartique et un 
groupement hydroxyle de la sphingosine.
Un domaine riche en résidus proline ayant une homologie avec les séquences de fixation 
aux domaines SH3 a été mis en évidence dans la partie C-terminale de la protéine. (Ren 
et al, 1993; Yu et al, 1994). La SphK1 comprend également deux séquences d’export 
nucléaire (NES) qui permettent l’adressage de la protéine du noyau au cytoplasme. La 
première séquence NES est constituée des résidus 147 à 155 et la seconde des résidus 
161 à 169 (Inagaki et al, 2003). 
C1 à C5 domaine d’homologie entre les SphK1 et SphK2; NES : séquences d’export nucléaire ; ℗  :site de 
phosphorylation; TRAF2 : site d’interaction avec la protéine TRAF2.
Figure 3 : Séquence peptidique de la SphK1 humaine
26
L’analyse de séquence de la SphK1 (Figure 3) a mis en évidence 4 motifs de liaison au 
calcium et à la calmoduline. Ces motifs se situent entre les résidus 290 et 303, deux motifs 
se chevauchent entre les résidus 134 et 153 et le dernier motif a été identifié entre les 
résidus 191 et 206 (Kohama et al, 1998; Pitson et al, 2000a; Sutherland et al, 2006). Il est 
intéressant de noter que la mutation du motif calcium/calmoduline situé entre les acides 
aminés 191 et 206 bloque la translocation de la SphK1 à la membrane plasmique sans 
modifier la capacité d’activation de l’enzyme (Jarman et al, 2010; Sutherland et al, 2006).
La SphK1 possède également de nombreux sites de modification post-traductionnelles. Il 
s’agit notamment de sites putatifs de phosphorylation par la protéine kinase C (PKC) : 
Thr54, Ser181, Thr205 et Ser371, par la caséine kinase 2 : Thr130 et finalement le résidu 
Ser 225 est une cible de ERK1/2 (Pitson et al, 2003; Pitson et al, 2005). D’autres sites de 
modifications post-traductionnelles ont également été identifiés. En effet, il existe des sites 
de N-myristoylation (résidus 5-10, 111-116, 113-118 et 293-298) ainsi qu’un site de N-
glycosylation sur le résidu Asn 137. Enfin, la hSphK1 comporte également un motif 
(PPEE379-382) nécessaire pour l’interaction avec le facteur TNF Receptor-Associated 
Factor 2 (TRAF2) qui permet l’activation de l’enzyme par le TNF-a (Tumor Necrosis 
Factor) (Xia et al, 2002).
La SphK2 contient, en plus des domaines C1-5, quatre domaines trans-membranaires 
putatifs mis en évidence par analyse de séquence. La SphK2 présente également des 
sites de phosphorylation par la PKC (Thr 66, Thr 98, Thr 184, Ser 319, Thr 335, Ser 441 et 
Thr 578) mais aussi par la caséine kinase 2 (Ser 71, Thr 106, Ser 198, Ser 200, Ser 305 et 
Ser 383) et la protéine ERK1/2 (Ser 351 et Thr 578). La SphK2 possède aussi d’autre 
sites putatifs de modifications post-traductionnelles tels que des sites de N-myristoylaytion 
(20-25, 176-181, 196-201, 236-241, 241-246, 243-248, 325-330, 440-445, 473-478, 
538-543, 554-559 et 604-609), de N-glycosylation sur le résidu Asn 267, de nitrosylation 
par une tyrosine (100-114) et un site d’amidation (86-89).
La SphK2 présente aussi une séquence de localisation nucléaire (NLS) dans la région N-
terminale (NLS86-94) (Igarashi et al, 2003b) et un domaine riche en proline (344-493). 
Finalement, la SphK2 contient un domaine de 9 acides aminés (215-227) qui est similaire 
à celui retrouvé dans la famille des protéines BH3-only, membres pro-apoptotiques de la 
famille Bcl-2, qui permettrait l’interaction de la SphK2 avec Bcl-xl (Liu et al, 2003).
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B. Caractéristiques biochimiques :
La SphK1 peut phosphoryler la D-erythro-sphingosine (Km=14µM) et la D-erythro-
dihydrosphingosine (ou sphinganine) (Km=20µM). Néanmoins, l’affinité de l’enzyme pour 
la D-erythro-dihydrosphingosine est plus faible (Pitson et al, 2000a). La SphK1 présente 
une cinétique typique de Michaelis-Menten avec un Vmax de 56 µM et un Km de 15,6 µM 
pour la D-erytro-sphingosine (Billich et al, 2003; Melendez et al, 2000). Des lipides tels 
que le céramide, la D,L-threo-dihydrosphingosine (DHS), le diacylglycérol, le 
phosphatidylinositol et la N,N-diméthylsphingosine (DMS) ne peuvent pas être 
phosphorylés par la SphK1 (Kohama et al, 1998). La D,L-threo-dihydrosphingosine et la 
N,N-diméthylsphingosine sont des inhibiteurs de la SphK1 avec des Ki respectifs de 3 µM 
et 5 µM. (Melendez et al, 2000; Nava et al, 2000b).
La SphK2 est également capable de phophoryler la D-erythro-sphingosine et la D-erythro-
dihydrosphingosine (Billich et al, 2003). Mais l’enzyme présente, à l’inverse de la SphK1, 
une plus forte affinité pour ce second substrat. De plus, elle est également capable de 
phosphoryler la phytosphingosine et la D,L-threo-dihydrosphingosine ainsi que le FTY720, 
analogue de la sphingosine, qui est phosphorylé par la SphK1 mais avec une efficacité 
moindre (Melendez et al, 2000). De plus comme pour la SphK1, la N,N-
diméthylsphingosine (DMS) est un inhibiteur de la SphK2 (Ki = 12 µM). Les deux SphKs 
possèdent des caractéristiques enzymatiques proches vis-à-vis de l’ATP avec un Km de 
l’ordre de 80 µM (Pitson et al, 2000a).
L’activité des SphKs est optimale à un pH situé entre 6,5 et 8 et à une température de 37 
°C  (Liu et al, 2000a). De plus, leur activité requiert la présence d’ions divalents comme le 
Mg2+. La concentration en sels joue un rôle opposé sur les deux enzymes : une 
concentration élevée stimule la SphK2 mais inhibe la SphK1 (inhibition de 50 % pour une 
concentration de 200 mM en NaCl ou KCl ). A l’inverse la présence de détergent, comme 
le Triton X-100, va inhiber in vitro l’activité de la SphK2 mais n’aura pas d’effet sur la 
SphK1. L’albumine de sérum de bœuf, quant à elle, va également inhiber la SphK2 mais 
n’aura pas d’effet sur la SphK1 (Liu et al, 2000a).
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C. Localisation cellulaire : 
SphK1 :
La SphK1 est une enzyme essentiellement cytoplasmique, ne possédant pas de séquence 
d’adressage à la membrane plasmique, mais suite à certains stimuli tels que les esters de 
phorbol (Johnson et al, 2002) ou une phosphorylation par les protéines ERK1/2 sur la 
serine 225, elle est capable de transloquer à la membrane plasmique de la cellule (Pitson 
et al, 2003). En effet, cette phosphorylation par la protéine ERK1/2 augmente l’affinité de 
la protéine pour la phosphatidylsérine qui se situe majoritairement sur le feuillet interne 
des membranes plasmiques (Stahelin et al, 2005). D’autres travaux ont montré que cette 
relocalisation à la membrane impliquerait également l’acide phosphatidique (Delon et al, 
2004) et la filamine A (Maceyka et al, 2008). Cet adressage à la membrane, et plus 
particulièrement au niveau des microdomaines lipidiques, semble nécessaire pour les 
rôles anti-apoptotiques et prolifératifs joués par la SphK1 (Hengst et al, 2009). De manière 
intéressante, des études ont montré que le variant b de la SphK1 (SphK1b), qui possède 
14 résidus de plus en partie N-terminale, est adressé de manière constitutive à la 
membrane chez l’homme et chez la souris. Cette localisation étant vraisemblablement due 
à la présence d’un site de palmitoylation dans la partie N-terminale (Kihara et al, 2006; 
Venkataraman et al, 2006). Plus récemment, l’équipe de Pitson a montré que le 
recrutement de la SphK1 à la membrane pouvait impliquer une interaction directe avec la 
protéine CIB1 (Calcium and Integrin Binding protein 1) via un mécanisme dépendant du 
calcium via un site de liaison à la calmoduline (Jarman et al, 2010). Ce mécanisme serait 
impliqué dans le phénomène d’activation de la SphK1 suite à un influx calcique. Certaines 
études ont également montré que les SphKs pouvaient être excrétées dans le micro-
environnement et ainsi produire directement de la S1P dans le milieu extracelluaire. La 
SphK1 est notamment excrétée par les cellules endothéliales via un mécanisme de 
sécrétion atypique impliquant le cytosquette d’actine (Ancellin et al, 2002). La SphK1 est 
également libérée par les fibroblastes ou par les macrophages en réponse à certains 
stress cellulaires (Hammad et al, 2006; Soldi et al, 2007).
SphK2 :
La localisation de la SphK2 est quant à elle majoritairement nucléaire et cytoplasmique. La 
localisation nucléaire de la SphK2 est régulée d’une part par la séquence de localisation 
nucléaire (NLS) située dans la région N-terminale de la protéine (Igarashi et al, 2003b); et 
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d’autre part, il semblerait que la phosphorylation des résidus Ser 383 et Ser 385 par la 
protéine PKD (Protein Kinase D) favoriserait l’export hors du noyau de la SphK2 (Ding et 
al, 2007).
A la différence de la SphK1, le site de phosphorylation par les ERK1/2 au niveau de la Ser 
225 n’est pas conservé chez la SphK2. Néanmoins, des travaux ont montré que la voie 
ERK1/2 pourrait être impliquée dans l’activation de la SphK2 via la phosphorylation des 
résidus Ser 351 et Thr 578 (Hait et al, 2007). Comme pour la SphK1, certains stimuli sont 
capables d’induire un changement de localisation de la SphK2 : ainsi la déprivation en 
sérum induit une augmentation du taux de SphK2 au niveau du réticulum endoplasmique 
(RE) et l’activation de la PKC  entraîne une diminution de la SphK2 nucléaire et son export 
vers le cytoplasme (Ding et al, 2007; Maceyka et al, 2005a). Bien que le mécanisme de 
relocalisation au niveau du RE ne pas soit actuellement connu, il semblerait que la partie 
N-terminale de la SphK2 joue un rôle important (Don & Rosen, 2009). Comme la SphK1, 
la SphK2 peut être libérée dans le milieu extracellulaire. En effet, cette dernière peut être 
libérée par des cellules en apoptose et cette libération est dépendante du clivage de la 
partie N-terminale de la SphK2 par la caspase 1 (Weigert et al, 2010). Des études 
récentes ont par ailleurs montré que la SphK1 et la SphK2 seraient présentes au niveau 
des centrosomes où elles pourraient jouer un rôle dans la régulation de la formation du 
fuseau mitotique et dans la mitose (Gillies et al, 2009).
III. Régulation de l’activité de la Sphingosine kinase :
De nombreux activateurs de la sphingosine kinase ont été décrit : ces différents agonistes 
sont répartis dans des familles de molécules très variées (Tableau figure 5) telles que des 
facteurs de croissance, des ligands des RCPGs (Récepteurs Couplés aux Protéines G), 
les petites GTPases, le calcium intracellulaire, etc... 
"
A. Régulation par la localisation cellulaire :
La plupart des enzymes du métabolisme sphingolipidique sont membranaires alors que la 
SphK1 a été décrite comme étant essentiellement cytosolique mais dans certains 
contextes la SphK1 peut être retrouvée à la membrane. En effet, de nombreuses études 
ont montré que différents facteurs connus pour augmenter l’activité de la SphK1 tels que 
le PMA (Phorbol Myristate Acetate), le TNFa, le NGF (Nerve growth factor), le PDGF 
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(Patelet Derived Growth Factor) entraînent une relocalisation de la protéine au niveau de 
la membrane plasmique (Figure 4). Cette translocation de l’enzyme au niveau de la 
membrane 
Microscopie cofocale de cellules HEK293 transfectées de façon transitoire par hSphK1/GFP et traitées ou 
non avec 300 nM de PMA pendant 1 heure. A et A’ représentent la distribution cytoplasmique de la protéine 
dans les cellules non traitées; B  et B’ représentent la localisation à la membrane de la SphK1/GFP dans les 
cellules traitées au PMA (d’après Johnson 2002) 
Figure 4 : translocation de la SphK1 à la membrane plasmique induite par le PMA
entraîne une augmentation de l’activité de la SphK1 vraisemblablement grâce au 
rapprochement de l’enzyme de son substrat, la sphingosine qui est un des constituants de 
la bicouche lipidique. En effet, il a été montré que le traitement au PMA entraîne une 
translocation de la SphK1 au niveau de la membrane plasmique et une augmentation du 
taux de la S1P libérée dans le milieu extracellulaire (Johnson et al, 2002). Il est intéressant 
de noter que cette étude a montré que cette relocalisation de la SphK1 n'était pas 
dépendante de l’activité de l’enzyme puisque le mutant négatif (G82D), ne possédant pas 
d’activité kinase, était également adressé à la membrane suite au traitement avec le PMA 
(Johnson et al, 2002). Pitson a également mis en évidence l’importance de la 
phosphorylation de la SphK1 sur la sérine 225 par les protéines ERK1/2 dans le 
processus de relocalisation de la SphK1 (Pitson et al, 2003). Cette phosphorylation en 
stimulant son activité enzymatique, entraîne une augmentation du taux de S1P et de la 
prolifération cellulaire augmentant ainsi le «pouvoir oncogénique» de l’enzyme, c’est-à-
dire notamment la capacité des cellules à former des tumeurs (Pitson et al, 2005; Xia et al, 
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2000). Néanmoins, il semblerait que l’augmentation du « pouvoir oncogénique » soit 
essentiellement due à la localisation membranaire de la SphK1 et non à sa 
phosphorylation. En effet, l’adressage à la membrane d’une forme non phosphorylable de 
la SphK1 permet d’observer une résistance à la déprivation en sérum comparable à celle 
obtenue avec la forme sauvage de la protéine (Pitson et al, 2005).
Différentes études ont permis d'identifier certains résidus clefs dans le mécanisme de 
relocalisation de la SphK1 à la membrane. Les travaux de Stahelin ont mis en évidence 
l’importance des résidus Thr 54 et Asn 89 dans le mécanisme de fixation de la SphK1 à la 
membrane plasmique. En effet, ces deux résidus sont impliqués dans la reconnaissance 
de la phosphatidylsérine (PS), qui n’est présent que sur le feuillet interne de la membrane 
plasmique, permettant ainsi la relocalisation de la SphK1 à proximité de son substrat. 
Cette reconnaissance serait favorisée par une modification conformationnelle induite par 
la phosphorylation du résidu Ser 225 (Stahelin et al, 2005). Sutherland a, quant à lui, 
démontré l’importance des résidus Phe 197 et Leu 198 qui appartiennent à un des 
domaines de fixation calcium/calmoduline. En effet, la mutation de ces deux résidus 
empêche la fixation de la calmoduline et ainsi l’adressage de la SphK1 à la membrane 
(Sutherland et al, 2006). Les domaines de fixation à la calmoduline et le calcium sont 
également impliqués dans la relocalisation de la SphK1 suite à la stimulation d’une lignée 
de neuroblastomes par des agonistes aux récepteurs muscariniques ou par l’acide 
lysophosphatidique (LPA) (Young et al, 2003).
Plus récemment, l’équipe de Pitson a montré que le recrutement de la SphK1 à la 
membrane était dépendant de la protéine CIB1 (Calcium and Integrin Binding protein 1) 
selon un mécanisme dépendant du calcium. En effet, en présence de calcium la protéine 
CIB1 est capable de se fixer à la SphK1 via son site de liaison à la calmoduline, jouant 
ainsi le rôle d’une myristoylation avec pour conséquence l’adressage de la SphK1 à la 
membrane plasmique (Jarman et al, 2010). 
Cette relocalisation membranaire a de plus été impliqué dans l’adaptation et la réponse  à 
différents signaux. Ainsi la relocalisation de la SphK1 à la membrane est impliquée dans 
l’effet cardioprotecteur du préconditionnement ischémique via l’activation de la PKCe (Jin 
et al, 2004b). De plus, la SphK1 est ainsi capable de protéger les macrophages de 
l’apoptose induite par le LPS (LypoPolySaccharide) via l’activation de la voie ERK (Wu et 
al, 2004) mais également de stimuler la réponse des cellules du système immunitaire à 
l’anaphylatoxine C5a (Ibrahim et al, 2004; Melendez & Ibrahim, 2004). Finalement, 
l’adressage de la SphK1 à la membrane est impliqué dans la stimulation de la petite 
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GTPase Rac en réponse au NGF induisant la formation de neurites dans des cellules 
nerveuses (Toman et al, 2004) mais aussi la formation de lamellipodes par les fibroblastes 
en réponse PDGF (Hobson et al, 2001; Rosenfeldt et al, 2001).
Pour sa part, la SphK2 possède des localisations cellulaires qui sont dépendantes du type 
cellulaire et de la densité cellulaire in vitro. Ainsi, dans la lignée Hela, la SphK2 est 
essentiellement présente dans le noyau alors que la lignée HEK293 possède une 
localisation majoritairement cytosolique de la SphK2. La lignée COS7 montre quant à elle 
une localisation de la SphK2 cytosolique à faible confluence et nucléaire à confluence 
élévée. Il faut noter que la SphK2 nucléaire est capable d’inhiber la synthèse de l’ADN; la 
translocation de la protéine du cytoplasme vers le noyau pourrait donc constituer un signal 
anti-prolifératif pour les cellules (Igarashi et al, 2003b).
B. Régulation par la protéine kinase C :
La protéine kinase C (PKC) est une kinase impliquée dans le contrôle de la fonction 
d’autres protéines via la phosphorylation de résidus sérine et thréonine présents sur ces 
protéines. Initialement, des études avaient suggéré un rôle de la PKC dans l’activation de 
la SphK1, notamment en raison de la présence de nombreux sites putatifs de 
phosphorylation (Johnson et al, 2002; Shu et al, 2002). Cependant, la protéine purifiée n’a 
aucun effet sur l'activité de la SphK in vitro (Buehrer et al, 1996). Il apparaît maintenant 
que la PKC  ne jouerait qu’un rôle indirect dans les processus d’activation de la SphK1 
(Griner & Kazanietz, 2007). Néanmoins le rôle de la PKC dans l’activation de la SphK1 a 
été mis en évidence dans un modèle de leucémies myéloïdes aiguës : le traitement de 
cellules leucémiques (HEL) avec des esters de phorbol, qui sont des activateurs de la 
PKC, entraîne une activation de la SphK. De plus, l’utilisation d'inhibiteurs de la PKC 
bloque cette activation de la SphK suite au traitement par le PMA suggérant que cette 
activation dépendante de la PKC (Buehrer et al, 1996). Par la suite, des travaux ont 
montré que l’activation de la SphK1 par la PKC pouvait se faire selon deux mécanismes : 
(i) un mécanisme rapide au cours duquel la SphK est relocalisée au niveau de la 
membrane plasmique selon un mécanisme dépendent de ERK1/2 (Johnson et al, 2002) 
(ii) et un autre mécanisme, plus lent, qui serait mis en place lors d’une exposition 
prolongée aux esters de phorbol, implique une augmentation de la transcription de l’ARN 
messager de la SphK1 (Buehrer et al, 1996; Nakade et al, 2003). Cette régulation 
transcriptionnelle mise en évidence dans des cellules leucémiques humaines impliquerait 
également la voie PKC/ERK1/2 (Nakade et al, 2003). Néanmoins, cette activation de la 
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SphK1 médiée par la PKC semble dépendante du type cellulaire (Mazurek et al, 1994). Il 
faut noter que dans la majorité des cas, cette activation de la SphK1 n’est que transitoire, 
puisque la sérine-thréonine phosphatase PP2A est capable de déphosphoryler la SphK1 
au niveau de la Ser 225 (Barr et al, 2008). Plus récemment, des travaux réalisés sur un 
modèle de cellules endothéliales d'artères humaines ont montré que l’histamine était 
capable d’augmenter l’expression de l’ARN messager de la SphK1 selon une voie 
dépendante de la PKCa et de ERK1/2 (Huwiler et al, 2006).
Il semblerait également que la PKA puisse activer la SphK1. En effet, la SphK1 contient 
une séquence consensus de phosphorylation par la PKA, et dans un modèle de cellules 
neurales (PC12) le traitement avec des activateurs de la PKA entraîne une stimulation de 
la SphK1 (Rius et al, 1997).
C. Régulation par la phospholipase D : 
La phospholipase D (PLD) est une des enzymes du métabolisme lipidique qui est capable 
de produire l’acide phosphatidique à partir de la phosphatidylcholine (Peng & Frohman, 
2012). Il a été montré que cette enzyme régule l’activité de la SphK1 dans de nombreux 
contextes. Une autre étude a notamment montré que le TNFa pouvait induire l’activation 
de la SphK1 via un mécanisme dépendant de la PLD1 dans une lignée monocytaire 
(Sethu et al, 2008). La voie SphK1/PLD a également été impliquée dans la mobilisation 
des stocks intracellulaires de calcium suite à l’agrégation des récepteurs aux IgG et IgE 
(FcgRI et FceRI respectivement). Il a ainsi été montré que l’agrégation des récepteurs 
FcgRI entraîne une activation de la SphK1, dans la lignée monocytaire U937, selon un 
mécanisme dépendant de la PLD (Melendez et al, 1998). Cette mobilisation du calcium 
semble dépendre seulement de la S1P et ne pas dépendre de l’activation de la PLC et de 
la production d’inositol 3-phosphate (IP3). A l’inverse, la mobilisation calcique induite par 
l’agrégation du récepteur FceRI dans un modèle de mastocystes murins implique 
l’activation de la SphK1 (et la production de S1P) ainsi que la voie PLC/IP3 (Choi et al, 
1996). Une autre étude a montré que la fixation de MyD1 sur des monocytes indifférenciés 
entraîne une activation de la SphK1 selon un mécanisme dépendant de la PLD et de la 
PI3K. L’augmentation de l’activité de la SphK1 entraîne une inhibition de la libération de 
TNFa suite à la reconnaissance du LPS, mais sans moduler l’expression des autres 
cytokines (Smith et al, 2003). Il faut noter que cette diminution de l’expression du TNF-a 
suite à l’activation de la SphK1 est un mécanisme atypique puisque dans la majorité des 
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cas décrits, l'activation de la SphK1 conduit à une libération plus importante de TNF-a par 
les cellules immunitaires (Lai et al, 2012; Nayak et al, 2010; Price et al, 2012). Il faut 
cependant noter que lorsque les macrophages sont à des stades de différentiation plus 
avancée, cette stimulation de la SphK1 suite à la fixation du LPS est perdue (Smith et al, 
2003). Plus récemment notre équipe a montré que des polyphénols extraits du vin rouge 
et du thé vert étaient capables d’inhiber l’activité de la SphK1 selon un mécanisme 
dépendent de la PLD et des protéines ERK1/2 (Brizuela et al, 2010b). A l’inverse, il a été 
montré que la SphK1 était capable d’activer la PLD dans un modèle de myoblastes 
(Meacci et al, 2004). 
D. Régulation par interaction protéines-protéines : 
Jusqu'à présent, différentes protéines ont été identifiées en tant que partenaires de la 
SphK1 et comme étant capable de réguler son activité positivement ou négativement.
1. Interactions activatrices : 
" TRAF2 (Tumor necrosis factor Receptor - Associated Factors 2) est une protéine 
impliquée dans la transduction du signal induite par la fixation du TNFa sur ses 
récepteurs, induisant ainsi l’activation de nombreuses cibles telles que NF-kB et JNK. Xia 
et coauteurs ont mis en évidence l'existence d’un motif de fixation de TRAF2 dans la 
séquence de la SphK1 (PPEE située entre les résidus 379-382) et ont montré que ce motif 
permettait une interaction entre les 2 protéines conduisant ainsi à l’activation de la SphK1 
(Xia et al, 2002). Ce travail a également montré que l’activation de la SphK1 était 
nécessaire pour que TRAF2 puisse activer NF-kB mais pas JNK et que l’activation de la 
SphK1 était impliquée dans la résistance des cellules HEK293 suite à la stimulation par le 
TNF-a (Xia et al, 2002). Plus récemment, une autre étude a montré le rôle de la SphK1 et 
de la S1P dans l’activation de NF-kB suite à l’activation de la voie du TNF-a via TRAF2 
(Alvarez et al, 2010). Ces travaux confirment l’implication de la voie SphK1/S1P dans les 
processus inflammatoires, immunitaires et anti-apoptotiques.
" La protéine Lyn est une protéine à activité tyrosine kinase de la famille Src, qui est 
capable de recruter la SphK1 à la membrane au niveau des rafts contenant les récepteurs 
FceRI suite à l’activation des cellules mastocytaires par les IgE. Cette interaction entre ces 
deux protéines kinases augmente l’activité de la SphK1 mais aussi de la protéine Lyn 
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(Urtz 2004). De la même manière, la protéine Fyn qui appartient aussi à la famille des Scr 
kinases a été impliquée dans l’activation de la SphK1 mais également de la SphK2 suite à 
l’activation des récepteurs aux IgE (Olivera et al, 2006). 
" La protéine d-catenine/NPRAP (Neural Plakophilin-Related Armadillo repeat 
Protein) est une protéine identifiée par double hybride et qui possède dans sa partie C-
terminale une séquence permettant son interaction avec la SphK1. La d-catenine/NPRAP 
est capable de stimuler la SphK1 et ainsi d’augmenter le taux intracellulaire de S1P 
stimulant ainsi la mobilité cellulaire (Fujita et al, 2004).
" La Filamine A est une protéine de liaison à l’actine impliquée dans la migration 
cellulaire. Cette protéine est également capable d’interagir avec la SphK1 et est impliquée 
dans la localisation à la membrane et dans l’activation de la SphK1 par l’héréguline, qui 
est un facteur de différenciation neurale dans les cellules de mélanome (Maceyka et al, 
2008).
" La protéine eEF1A (eucaryotic Elongation Factor 1 A) participe normalement à la 
synthèse protéique mais a également été impliquée dans la régulation de différents 
processus biologiques (Mateyak & Kinzy, 2010). Leclercq et al ont mis en évidence que 
eEF1A était capable d’interagir avec les deux isoformes de la SphK et que cette 
interaction entraînait une augmentation significative de l’activité des SphKs (Leclercq et al, 
2008) 
" La protéine chaperonne cytosolique CCT (Chaperonin Containing T-complex 
polypeptide) ou TRiC (TCP-1 Ring Complex) est capable de se lier à la SphK1 néo-
synthétisée permettant ainsi le repliement correct de la protéine permettant ainsi une 
synthèse de S1P plus importante (Zebol et al, 2009).
2. Interactions inhibitrices :
" La protéine SKIP (SphK1 Interacting Protein) a été identifiée par expérience de 
double-hybride comme étant capable d’interagir avec la SphK1. Cette protéine possède 
une très forte homologie avec la famille des protéines kinases AKAP (Protein kinase A 
Anchor protein) et sa surexpression dans un modèle de fibroblastes induit une diminution 
de l’activité de la SphK1 (Lacana et al, 2002).
" La protéine aminoacylase 1 (Acy1) est une metalloenzyme qui est présente sous 
des formes différentes : une forme pleine taille et une forme tronquée qui ne comprend 
que la partie C terminale. Le groupe de Sarah Spiegel a montré que ces deux formes 
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interagissent avec la SphK1 et réduisent légèrement l’activité de l’enzyme in vitro mais 
que leurs effets in vivo sont opposés. En effet, la forme tronquée inhibe la capacité 
proliférative de la SphK1 alors que la forme pleine taille potentialise son rôle anti-
apoptotique (Maceyka et al, 2004). 
" La protéine PECAM-1 (Patelet Endothelial Cell Adhesion Molecule -1) est capable 
d’interagir avec la SphK1 et d’inhiber l’activité de cette dernière. Néanmoins, cette 
interaction est dépendante du statut de phosphorylation de PECAM-1 : la phosphorylation 
de PECAM-1 induite par différents stimuli diminue l’interaction de la SphK1 avec 
PECAM-1 (Fukuda et al, 2004). La régulation de cette interaction entre PECAM-1 et 
SphK1 pourrait être impliquée dans la régulation de l’adressage à la membrane de la 
SphK1 et la mise en place de mécanismes anti-apoptotiques dans certains types 
cellulaires (Limaye et al, 2005). 
" La protéine phosphatase 2A (PP2A) est capable d’interagir avec la SphK1 et 
d’inhiber son activité en déphosphorylant la protéine au niveau du résidu Ser 225 impliqué 
dans l’activation de la kinase et son adressage à la membrane plasmique contrebalançant 
ainsi l’action des protéines ERK1/2 (Barr et al, 2008).
" La protéine FHL-2 : (Four-and-a-Half LIM only protein-2), identifiée par double-
hybride, est capable de reconnaître la SphK1 et d’inhiber son activation et son effet anti 
apoptotique suite à la déprivation en sérum (Sun et al, 2006) et la migration des cellules 
endothéliales induites par le VEGF (Hayashi et al, 2009).
" RPK118 est une protéine comportant un domaine d'homologie aux protéines de la 
famille Phox et deux domaines pseudokinase 1 et 2. Le domaine pseudokinase permet à 
la protéine d'interagir avec la SphK1 au niveau de la paroi des endosomes tardifs. 
Parallèlement, l’interaction entre RPK118 et la SphK1 ne modifie pas l’activité de la kinase 
(Hayashi et al, 2002).
Certaines protéines sont capables d’interagir de manière spécifique avec la SphK2 
notamment la protéine Bcl-xl. Cette capacité de la SphK2 à interagir avec Bcl-xl et à se 
comporter comme une protéine de la famille «BH3-only» permettrait d’expliquer le rôle 
pro-apoptotique de la SphK2 (Liu et al, 2003). 
E. Régulation par le calcium :
Différents travaux ont montré que la SphK1 pouvait moduler le taux de calcium 
intracellulaire à partir des stock intracellulaires (Meyer zu Heringdorf et al, 2003) mais 
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également que le calcium pouvait participer à la régulation de l’activité de la SphK1. Le 
calcium serait notamment nécessaire à l’activité catalytique de l’enzyme : la chélation du 
calcium intracellulaire entraîne une inhibition de la production de S1P suite à la stimulation 
des récepteurs P2Y(2) par les nucléotides ATP ou UTP dans des lignées de granulocytes 
(HL-60) et suite à la stimulation des récepteurs muscariniques des cellules endothéliales 
(HEK-293) (Alemany et al, 2000). La même équipe a montré que la dépolarisation des 
cellules PC12 entraîne une augmentation du taux de S1P dans la cellule suite à une 
entrée de calcium via des transporteurs voltage-dépendants (Alemany et al, 2001). La 
thapsigargine est également capable de mobiliser le calcium intracellulaire et ainsi 
augmenter le taux de S1P dans un modèle de neuroblastome (Chin et al, 2002).
Bien que la séquence de la SphK1 possède plusieurs sites putatifs de liaison au complexe 
calcium/calmoduline, il n’a pas encore été démontré que l’interaction directe du calcium 
avec la SphK1 était capable d’augmenter l’activité de l’enzyme. Néanmoins, il a été 
proposé que cette interaction entre le complexe calcium/calmoduline et la SphK1 serait 
impliqué dans la translocation de la protéine au niveau de la membrane plasmique (Pitson 
et al, 2000b; Young et al, 2003). En effet, la mutation du site de fixation de la calmoduline, 
situé entre les résidus 191 et 206, inhibe la translocation de la SphK1 à la membrane suite 
à la stimulation par des esters de phorbol, mais sans modifier l’activité catalytique de 
l’enzyme (Sutherland et al, 2006).
De nombreux autres facteurs sont également connus pour induire une augmentation de 
l’activité de la SphK1 selon une voie dépendante du calcium. C’est le cas notamment de 
l’acide lysophosphatydique (LPA) (Young et al, 1999) mais aussi l’activation de différents 
récepteurs, tels que les récepteurs aux immunoglobulines (Choi et al, 1996; Melendez et 
al, 1998), les récepteurs à l’acétylcholine (van Koppen et al, 2001) et le récepteur à l’EGF 
(Epidermal Growth Factor) (Meyer zu Heringdorf et al, 1998).
F. Régulation par les mécanismes de transcription et traduction :
L’activité de la SphK1 peut être régulée rapidement par des mécanismes impliquant des 
modifications post-traductionnelles telles que les phosphorylations. Mais un autre moyen 
pour permettre l’augmentation de l’activité de la SphK1 est la synthèse de novo de 
l’enzyme. Néanmoins, les mécanismes impliqués sont souvent plus longs à se mettre en 
place. On observe ainsi deux phases dans l’activation de la SphK1 : une phase rapide qui 
mettra en jeu des mécanismes indépendants de la traduction et une phase plus longue 
(quelques heures) qui sera dépendante de la transcription et de la traduction.
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Par exemple, le PMA qui est un activateur de la PKC, est capable d’induire une 
relocalisation et une activation rapide de la SphK1 (Johnson et al, 2002; Pitson et al, 
2003), mais un traitement prolongé entraîne une augmentation de la transcription et de la 
traduction de la SphK1 dans des cellules leucémiques. Cette augmentation de la 
transcription de l’ARNm de la SphK1 est due à une fixation du facteur de transcription Sp1 
sur sa séquence cible présente dans le promoteur du gène de la SphK1 (Buehrer et al, 
1996; Nakade et al, 2003). Les œstrogènes sont également capables d’induire une 
stimulation de la SphK1 en deux temps : une stimulation rapide via les protéines G 
couplées aux récepteurs aux œstrogènes (Prossnitz et al, 2007) et une plus tardive via 
une augmentation de la transcription de la SphK1 (Sukocheva et al, 2003). En effet, suite 
à leur activation les récepteurs aux œstrogènes peuvent être relocalisés dans le noyau et 
agir comme facteur de transcription et induire l’expression de certains gènes (Hall et al, 
2001). Le TGF-b permet également une augmentation de l’activité de la SphK1 suite à une 
augmentation de la synthèse de son ARNm (Yamanaka et al, 2004). Plus récemment, une 
autre étude a montré une augmentation du taux de l’ARNm de la SphK1 en réponse au 
LPS dans une lignée de macrophages murins. Cette augmentation de la SphK1 étant 
corrélée à une protection de l’apoptose de ces cellules leucémiques murines (Hammad et 
al, 2008). Paugh et al ont montré que la cytokine IL1-b pouvait induire une augmentation 
de l’expression de la SphK1, selon un mécanisme dépendant de JNK, mais pas celle de la 
SphK2 (Paugh et al, 2009). De nombreux autres facteurs ont également été décrits 
comme pouvant induire une augmentation de la transcription de la SphK1 tels que 
l’histamine ainsi que le PMA (ester de phorbol activateur de la PKC) (Huwiler et al, 2006), 
l’EGF (Epidermal Growth Factor) (Doll et al, 2005), la prolactine (Doll et al, 2007). Des 
facteurs environnementaux peuvent également moduler l’expression de la SphK1. Ainsi 
Anelli et collaborateurs ont récemment montré que l’hypoxie entraîne une augmentation 
de la synthèse de la SphK1 et non de la SphK2 dans un modèle de glioblastome. Cette 
augmentation du taux de la SphK1 et de la S1P serait corrélée à une augmentation de 
l’angiogenèse (Anelli et al, 2008). Certains agents de chimiothérapie peuvent également 
induirent une augmentation du taux de la protéine : la camptothécine module la 
transcription de la SphK1 dans le modèle de cellules résistantes PC3 (Akao et al, 2006).
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G. Régulation par la protéolyse : 
Bien que la majorité des études ont porté sur les mécanismes activant la SphK1, certains 
travaux ont montré que la SphK1 pouvait être dégradée notamment suite au traitement 
avec certains agents apoptotiques entrainant une accumulation du céramide et la mort 
des cellules. Les dommages à l’ADN induit par l’actinomycine D, la doxorubicine, 
l’etoposide et les rayonnements gamma sont ainsi capables de dégrader la SphK1 selon 
un mécanisme dépendant de p53 (Taha et al, 2004). Le TNF-a est également capable 
d’entraîner une dégradation de la SphK1 par la protéase lysosomale cathepsine B (Taha 
et al, 2005) le clivage ayant lieu au niveau des résidus His122 et Arg199 (Taha et al, 
2006). Notre équipe a également montré que les ROS étaient capables de diminuer le 
taux de la SphK1 dans un modèle de cellules cardiaques (Pchejetski et al, 2007).
Il a de plus été montré que certains inhibiteurs pharmacologiques de la SphK1 étaient 
capables d’induire sa dégradation. Ainsi dans la lignée MCF-7 (cancer du sein) et la lignée 
LNCaP (cancer de la prostate), le SKi ou (4-[4-(4-chloro-phenyl)-thiazol-2-ylamino]-
phenol), qui est un inhibiteur de la SphK, induit une dégradation de cette dernière selon un 
mécanisme qui dépendrait du protéasome dans un modèle de cellules musculaires lisses 
(Loveridge et al, 2010). Le SKi est également capable d’induire une dégradation de la 
SphK1 dans des podocytes mais selon un mécanisme dépendant des lysosomes et de la 
cathepsine B (Ren et al, 2010). L’accumulation de céramide suite à l’inhibition de la SphK1 
serait responsable de l’activation de ces mécanismes de dégradation. En effet, l’utilisation 
d’un inhibiteur de la synthèse du céramide : la fumonisine B, bloque la dégradation de la 
SphK1 induite par le SKi. Enfin, il a été montré que le FTY720, un analogue de la 
sphingosine initialement identifié comme immunosuppresseur, était capable d’induire la 






IV. La voie SphK1/S1P et ses modes d’actions : 
A. Le biostat Sphingolipidique :
Les sphingolipides ont longtemps été considérés comme des molécules jouant 
essentiellement un rôle structural et métabolique. Néanmoins, depuis une vingtaine 
d’années, il est clairement établi que les lipides, et plus particulièrement la famille des 
sphingolipides, peuvent également être des seconds messagers cellulaires impliqués dans 
des processus fondamentaux. En effet, les sphingolipides participent à de nombreuses 
voies de signalisation de prolifération, d’apoptose, d’angiogenèse et de régulation du cycle 
cellulaire... (Bartke & Hannun, 2009; Maceyka et al, 2012; Spiegel & Milstien, 2003). 
Parmi ces sphingolipides, certains ont plus particulièrement attiré l’attention : il s’agit du 
céramide et de la sphingosine d’une part et de la sphingosine 1-phosphate (S1P) d’autre 
part. Le céramide et la sphingosine sont des messagers jouant un rôle pro-apoptotique et 
anti-prolifératif; à l’inverse la sphingosine 1-phosphate (S1P) est impliquée dans des 
processus anti-apoptotiques, d’angiogenèse, de migration cellulaire et joue également un 










Figure 6: Le biostat sphingolipidique
Les effets opposés de ces sphingolipides ont conduit au concept selon lequel la balance 
entre le céramide et la sphingosine d’une part et la S1P d’autre part permet de contrôler le 
devenir de la cellule : il s’agit du «biostat sphingolipidique» (Cuvillier et al, 1996). 
L’enzyme clef de cette balance céramide/S1P étant la sphingosine kinase (SphK). En 
effet, comme précédemment décrit (partie I de ce chapitre) cette enzyme phosphoryle la 
sphingosine (catabolite immédiat du céramide) en sphingosine 1-phosphate (Figure 6).
Différents travaux ont montré que cette balance était dérégulée dans de nombreuses 
pathologies telles que l'athérosclérose, l’asthme mais aussi dans les processus 
inflammatoires (Maceyka et al, 2012). De plus, la dérégulation de cette balance en faveur 
de la S1P pourrait être impliquée dans la progression et la survie des cellules tumorales. 
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En effet, différents travaux ont également montré l’implication de la voie SphK1/S1P dans 
la régulation de nombreux processus biologiques tels que la différenciation, l’angiogenèse, 
l’inflammation et la résistance aux traitements anti-tumoraux. La compréhension de ce 
rhéostat est donc essentielle; puisque la modulation de cet équilibre entre les niveaux de 
céramide/sphingosine par rapport au niveau de S1P pourrait permettre d’améliorer 
l’efficacité des traitements dans de nombreuses pathologies et particulièrement le cancer 
(Cuvillier et al, 2010a; Pyne et al, 2011).
Cependant, il faut noter que bien qu’il soit clairement établi que la SphK1 joue un rôle 
prolifératif et anti-apoptotique, le rôle de la SphK2 est quant à lui moins clair. En effet, à la 
fois la surexpression et l’inhibition de la SphK2 peuvent inhiber la croissance cellulaire et 
stimuler l’apoptose en fonction du modèle cellulaire utilisé (Maceyka et al, 2005b). 
Néanmoins, les fonctions des SphKs sont partiellement redondantes, puisque le 
phénotype des souris knock-out (KO) pour chacune des kinases ne montre pas 
d’anomalie particulière ; tandis que l’élimination des 2 gènes est létale durant le stade 
embryonnaire à cause d’une maturation incomplète du système cardiovasculaire et du 
cerveau (Allende et al, 2004; Liu et al, 2000a; Mizugishi et al, 2005).
Nous avons vu que des stimuli de natures variées pouvaient conduire via l'activation de la 
SphK1 à l'accumulation de S1P. De nombreuses études se sont ainsi attachées à élucider 
les différents modes d’actions de la S1P. Ces travaux ont montré que la S1P pouvait agir 
selon deux voies distinctes : une voie intracellulaire ou une voie extracellulaire impliquant 
une famille de récepteurs spécifiques à la S1P (Figure 7). 
B. Mécanismes intracellulaires :
Pendant une vingtaine d’années, aucune cible intracellulaire de la S1P n’avait été 
identifiée, néanmoins il existait de nombreuses évidences de l'existence de telles cibles. 
En effet, chez des organismes modèles (Saccharomyces cerevisae , Dictyostelium 
discoïdeum ...) mais également chez les végétaux qui ne possèdent pas les récepteurs à 
la S1P l’ajout de S1P dans le milieu entraîne une mobilisation du calcium (Birchwood et al, 
2001)(Ng et al, 2001) démontrant ainsi l'existence de voies indépendantes des récepteurs. 
De plus, la micro-injection de S1P dans le cytosol a les mêmes effets que l’ajout de S1P 
dans le milieu extracellulaire sur la mobilisation des stocks intracellulaires de calcium, la 
mobilité, sur la prolifération, la protection de l’apoptose (Meyer zu Heringdorf et al, 2003; 
van Koppen et al, 2001; Wang et al, 1999a). Mais récemment, différentes équipes ont 
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identifié différentes cibles intracellulaires de la S1P qui régulent des processus biologiques 
fondamentaux tels que la transcription, la régulation des fonctions mitochondriales, 
l’inflammation, etc.
" TRAF2 (TNF Receptor-Associated Factor 2) : 
La fixation du TNFa sur son récepteur TNFR1 aboutit au recrutement de nombreuses 
protéines et notamment la protéine TRAF2. La protéine TRAF2 est une E3 ubiquitine 
ligase contenant un domaine RING (Really Interesting New Gene) (locksley 2001). TRAF2 
suite à son recrutement est impliquée dans l’ubiquitination de la kinase RIP1 (Receptor-
Interacting Protein 1) sur son résidu lysine 63. Cette ubiquitination, en bloquant 
l’activation de la caspase-8 par RIP1, inhibera l’activation des voies d’apoptose. De plus, 
cette ubiquitination permet l’activation du facteur de transcription NF-kB en réponse au 
TNF-a, mais également une activation de la voie des MAPK via l’activation de TAK1 
(TGFb activated kinase 1). Comme décrit précédemment (cf III.D.1 interactions 
activatrices), un lien entre la SphK1 et TRAF2 avait déjà été mis en évidence (Xia et al, 
2002). Récemment, il a été montré que la S1P était un cofacteur indispensable à 
l’ubiquination de RIP1 par TRAF2. En effet, la S1P peut interagir avec TRAF2 au niveau 
de son domaine RING et stimuler l’activité E3 ubiquitine ligase de la protéine (Alvarez et 
al, 2010). 
" HDAC (Histone deacetylase) : 
Les HDACs sont des enzymes capables de déacétyler les histones augmentant leur 
interaction avec l’ADN et ainsi diminuant la transcription des gènes. Hait et collaborateurs 
ont montré que la S1P produite par la SphK2 dans le noyau était capable de se lier aux 
HDAC1 et HDAC2 et d’inhiber leur activité. (Hait et al, 2009).
" Prohibitin 2 (PHB2) : 
La prohibitine 2 est une protéine très conservée qui module la transcription dans les 
cellules de mammifère et est impliquée dans la régulation de l’assemblage et la régulation 
des mitochondries. PHB2 est essentiellement localisée au niveau de la membrane interne 
de la mitochondrie où elle forme un complexe avec PHB1. Récemment, il a été montré 
que la SphK2 peut être localisée au niveau de la mitochondrie, où elle produit de la S1P 
qui va interagir avec une forte affinité avec la PHB2 ; mais pas avec PHB1. L’inhibition de 
la SphK2 entraîne une diminution de la respiration mitochondriale ainsi qu’un mauvais 
assemblage et une diminution de l’activité du complexe IV (contenant le cytochrome c) de 
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la chaîne respiratoire, laissant supposer que la SphK2 et la S1P sont nécessaires pour un 
assemblage correct du complexe IV (Strub et al, 2011).
" BACE1 (b-site amyloid precursor protein (APP) cleaving enzyme-1) : 
Le peptide b-amyloïde (Ab) est le composant principal des plaques séniles impliquées 
dans le développement de la maladie d’Alzheimer. La protéine BACE1 (ou b-secretase) 
est impliquée dans la formation du peptide Ab par clivage de la protéine APP (amyloïd-b 
precursor protein). Takasugi a montré récemment que l’inhibition des SphKs ou une 
surexpression de la SPL (Sphingosine 1-Phosphate Lyase), enzyme dégradant la S1P, ou 
de la SPP (S1P phosphatase) inhibe l’activité de BACE1 dans une lignée de 
neuroblastomes murins. La même équipe a de plus montré que la S1P interagissait avec 
BACE1 de manière spécifique et modulait positivement l’activité protéolytique de BACE1 
dans ce modèle (Takasugi et al, 2011).
Figure 7 : Actions intracellulaires et extracellulaires de la S1P : 
la S1P produite dans la cellule peut avoir une action intracellulaire (cadran vert) ou extracellulaire (cadran 
bleu) (d’après Maceyka 2010)
C. Voies extracellulaires : mécanismes paracrines et autocrines via les récepteurs à 
la S1P:
La S1P est essentiellement présente dans le sang où elle est produite majoritairement par 
les érythrocytes (Pappu et al, 2007) mais également par les plaquettes et les cellules de 
l’endothélium vasculaire (English et al, 2000; Venkataraman et al, 2008). La S1P est ainsi 
retrouvée à de fortes concentrations dans le plasma ou elle est majoritairement liée aux 
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lipoprotéines de haute densité et à l’albumine (Murata et al, 2000). Suite à sa synthèse, la 
S1P peut être exportée à l'extérieur de la cellule par différents transporteurs. Ces 
transporteurs appartiennent pour la plupart à la famille des transporteurs ABC  (ATP 
Binding Cassette) : ABCA1, ABCB1, ABCC1, ABCG2 (Honig et al, 2003; Mitra et al, 2006; 
Nieuwenhuis et al, 2009; Sato et al, 2007; Takabe et al, 2010). Et plus récemment, le 
transporteur SPNS2 initialement décrit comme transporteur de la S1P chez le poisson 
zèbre (Kawahara et al, 2009). Il a ensuite été décrit comme étant capable de transporter la 
S1P (ainsi que la forme phosphorylée du FTY720) à l'extérieur de la cellule chez l’humain 
(Hisano et al, 2011). La S1P extracellulaire est capable d’agir de manière autocrine et/ou 
paracrine via cinq récepteurs spécifiques, initialement identifiés comme appartenant à la 
famille des récepteurs EDG (Endothelial Differentiation Gene) : S1P1 (EDG-1), S1P2 
(EDG-5), S1P3 (EDG-3), S1P4 (EDG-6) et S1P5 (EDG-8) (Chun 2010). Ces récepteurs, 
comme les récepteurs au LPA (Acide LysoPhosphatidique), appartiennent à la famille des 
RCPGs (Récepteurs Couplés aux Protéines G) qui sont caractérisés par la présence de 
sept domaines transmembranaires en hélice alpha, par une extrémité N-terminale 
extracellulaire et une extrémité C-terminale intracellulaire (Pierce et al, 2002). Ces 
récepteurs sont donc couplés aux protéines G qui sont des hétérotrimères dont deux 
sous-unités sont constantes (Gg et Gb) et une sous-unité variable (Ga). Il existe plusieurs 
sous-unités Ga : Gs, Gi, Golf, Gt, Gq et G12/13. Chacun des récepteurs à la S1P est 
capable d’interagir spécifiquement avec une ou plusieurs de ces sous-unités a. En 
réponse à la fixation de la S1P, il y a transfert d’un groupement GTP sur la sous-unité a ce 
qui entraîne une dissociation des protéines Ggb d’une part et Ga-GTP qui peuvent ensuite 
activer différentes cascades de signalisation (Hamm, 1998). 
La S1P est ainsi impliquée dans la régulation de nombreux processus biologiques tels que 
la croissance (Zhang et al, 1991), la migration (Miura et al, 2000), le réarrangement du 
cytosquelette (Garcia et al, 2001) via l’activation de ces différents récepteurs (Figure 8). 
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Figure 8 : Modes d’action de la S1P extracellulaire
1. S1P1 : 
Initialement décrit comme le récepteur orphelin EDG1 dans les cellules endothéliales 
humaines (Hla & Maciag, 1990), il a été le premier récepteur ayant une forte affinité à la 
S1P identifié (Kd = 8 nM) (Lee et al, 1998) et très récemment sa structure a été décrite 
(Hanson et al, 2012). Ce récepteur fixe la S1P mais est également capable de reconnaître 
la sphingosylphosphorylcholine (SPC) mais avec une affinité moindre et sans induire 
d’effet biologique (Okamoto et al, 1998). Il est très largement exprimé dans l’organisme 
puisque son ARNm est retrouvé dans la rate, le cerveau, le cœur, les poumons, le tissu 
adipeux, le foie, le thymus, le rein et les muscles squelettiques (Zhang et al, 1999) ainsi 
que dans les lymphocytes et leucocytes (Balthasar et al, 2006). La protéine est quant à 
elle exprimée dans le cerveau, le poumon, le cœur, le système vasculaire et le rein chez la 
souris (Chae et al, 2004c). Il est le seul des S1PR a être exclusivement couplé aux 
protéines Gi, ses effets biologiques étant ainsi tous sensibles à la toxine pertussique 
(Windh et al, 1999). L’activation de la protéine Gi conduit généralement à l'inhibition de 
l’adénylate cyclase associée à une diminution de la concentration intracellulaire en AMPc. 
La fixation de la S1P sur ce récepteur conduit également à la stimulation de la voie PI3K/
AKT entraînant ainsi une production d’oxyde nitrique dans les cellules endothéliales suite 
à l’activation de eNOS (Endothelial Nitric Oxyde Synthase) (Morales-Ruiz et al, 2001), ou 
une activation de la voie de la petite GTPase Rac (Lee et al, 1999a). Le S1P1 peut 
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également activer la voie des MAP kinases de manière dépendante de Rac (Lee et al, 
1996) mais aussi une activation de la phospholipase C  (Okamoto et al, 1998) et une 
inhibition de l’adenylate cyclase (Zondag et al, 1998). D’une manière générale, l’activation 
du S1P1 conduit à la survie, à la prolifération, à la migration cellulaire et au maintien du 
tonus vasculaire.
L’expression du S1P1 est primordiale lors de l'embryogenèse puisque le knock-out du 
récepteur, obtenu par intégration du gène LacZ entre les exons 1 et 2 du gène s1p1, est 
létal au stade E12.5 et E14.5 du développement en raison d’une maturation incomplète du 
système vasculaire entraînant une hémorragie démontrant le rôle primordial de ce 
récepteur dans la mise en place du système vasculaire (Liu et al, 2000b). Ces défauts de 
maturation sont notamment dus à une diminution du recrutement des cellules musculaires 
lisses au niveau de la paroi des vaisseaux néo-synthétisés (Allende et al, 2003). Il est 
important de noter que certains des rôles du S1P1 dans la mise en place du système 
vasculaire sont redondants avec ceux des récepteurs S1P2 et S1P3 (Kono et al, 2004). Le 
S1P1 est également impliqué dans la mise en place du système nerveux (Mizugishi et al, 
2005) (Tableau figure 9).
Outre son rôle dans l'embryogenèse, le S1P1 est impliquée dans (1) la formation de 
jonctions adhérentes entre les cellules endothéliales via la voie des MAPKs et des petites 
GTPases Rac et Rho (Lee et al, 1999a; Lee et al, 1999b); (2) la migration cellulaire en 
modulant l’assemblage de l’actine via AKT (Lee et al, 2001) ainsi que dans la migration en 
réponse au PDGF (Rosenfeldt et al, 2001); (3) dans le maintien de l’intégrité du système 
vasculaire (son action étant en opposition avec celle des récepteurs S1P2 et S1P3) 
puisque l’utilisation d'antagoniste au S1P1 entraîne une augmentation de la perméabilité 
vasculaire (Sanna et al, 2006); (4) dans la circulation des cellules du système immunitaire, 
en effet l’inhibition du S1P1 provoque une « séquestration » des lymphocytes T au niveau 
du thymus (Allende et al, 2004) et des lymphocytes B au niveau des organes lymphoïdes 
(Matloubian et al, 2004), induisant ainsi une lymphopénie. 
2. S1P2 : 
Le S1P2 (ou EDG-5; H218; ARG16; IpB2 ) initialement identifié sous le nom H218 chez le 
rat (MacLennan et al, 1994), ce récepteur est très largement exprimé dans l’organisme et 
peut interagir avec les protéines Gi, Gq et G12/13 avec une préférence pour cette dernière 
(Ancellin & Hla, 1999; Windh et al, 1999). Il fixe la S1P avec une forte affinité et se lie 
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également avec la dihydro-S1P mais n’interagit pas avec la SPC ou le LPA (Van Brocklyn 
et al, 1999). La fixation de la S1P sur ce récepteur contribue à l’activation de la voie PI3K/
Akt (Okamoto et al, 2000), de la voie Rho/ROCK (Lepley et al, 2005), et de la voie des 
MAPK de manière Ras dépendante (Gonda et al, 1999). Différents travaux ont également 
montré que le S1P2 était impliqué dans l’activation de la PLD. Dans un modèle de cellules 
épithéliales, la S1P est capable d’activer de manière transitoire la PLD selon un 
mécanisme dépendant des RCPGs (Orlati et al, 2000). Par la suite, Meacci et al ont 
démontré l’implication du S1P2 dans ce mécanisme d’activation de la PLD (Meacci et al, 
2003). Son inhibition, à l’inverse de celle du S1P1, n’entraîne pas de défauts lors du 
développement embryonnaire mais il coopère au développement vasculaire avec S1P1 
(Kono et al, 2004). Néanmoins, les souris s1p2 -/- présentent une prédisposition aux 
attaques cérébrales entre 3 et 7 semaines à priori en raison d’une modification de 
l'électrophysiologie neuronale et d’une mauvaise transduction du signal calcique des 
neurones (MacLennan et al, 2001) (Tableau figure 9). Bien que le S1P2 ne soit pas 
nécessaire au développement des organes, son expression favorise la capacité de 
régénération du foie (Ikeda et al, 2009; Serriere-Lanneau et al, 2007). Il a également été 
décrit que les souris S1P2 -/- présentent des troubles sérieux de l’audition et de l'équilibre 
en raison de l'altération des cellules ciliées de l’oreille interne (Kono et al, 2007). Le S1P2 
est responsable de la dégranulation et la migration des cellules mastocytaires suite à 
l’augmentation du taux de S1P en réponse à l’exposition à des allergènes chez des 
patients asthmatiques (Jolly  et al, 2004; Jolly et al, 2002). Dans les cellules endothéliales 
le S1P2 est induit en hypoxie et est responsable de rétinopathies induites par l’hypoxie 
dans des modèles murins et cela suite à une diminution de l’expression de eNOS (Skoura 
et al, 2007), mais à l’inverse son activation, en combinaison de l’activation du S1P3, a un 
effet protecteur sur le myocarde dans des modèles d'ischémie/reperfusion vasculaire 
(Means et al, 2007).
L’activation du S1P2 exerce globalement des effets opposés à ceux observés suite à 
l’activation du S1P1 : diminution de la migration cellulaire en réponse au PDGF (Goparaju 
et al, 2005; Lepley et al, 2005) ainsi qu’une augmentation de la perméabilité vasculaire via 
la voie ROCK/Rho (Sanchez et al, 2007b).
3. S1P3 :
Le S1P3 (ou EDG-3), cloné en 1996 (Yamaguchi et al, 1996), est largement exprimé dans 
l’organisme puisqu’il est retrouvé dans le système cardiovasculaire, le placenta, le rein, le 
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foie, pancreas, les poumons, les reins, l’intestin et certains cartilages (Ishii et al, 2001; 
Yamaguchi et al, 1996). Ce récepteur lie la S1P mais pas le LPA ni la SPC. Comme le 
S1P2, il est couplé aux protéines Gai Gaq et Ga12/13 (Ancellin & Hla, 1999; Windh et al, 
1999). La fixation de la S1P sur le S1P3 permet notamment l’activation de la voie des 
MAPK, de la PLC, PI3K/Akt (An et al, 2000; Okamoto et al, 2000). La déplétion du gène 
S1P3 n’entraîne pas de létalité embryonnaire comme cela est le cas pour le S1P1 (Tableau 
figure 9), néanmoins la déplétion combinée du S1P3 et du S1P2 entraîne une mortalité 
embryonnaire, mais dans des proportions qui restent inférieures aux taux observés suite à 
la déplétion du S1P1 (Ishii et al, 2001; Ishii et al, 2002). Le triple délétion des récepteurs 
S1P1, S1P2 et S1P3, induit quant à elle des défauts vasculaires entre plus précoces que 
ceux observés pour la délétion du S1P1 seul, mettant en évidence l’importance de l’action 
combinée des trois récepteurs lors de l’angiogenèse embryonnaire (Kono et al, 2004). Le 
S1P3 est impliqué dans la régulation du rythme cardiaque chez les rongeurs ainsi que 
dans régulation de la pression artérielle via les récepteurs présents sur les SMCs et les 
myocytes (Forrest et al, 2004; Sanna et al, 2004). Ce récepteur est également impliqué 
dans la vasodilatation (Nofer et al, 2004); l’augmentation de la perméabilité vasculaire 
(Levkau et al, 2004) mais aussi dans la protection du myocarde dans les modèles 
d'ischémie/reperfusion via la voie AKT-eNOS/NOS (Means et al, 2007; Theilmeier et al, 
2006).
4. S1P4 : 
Le S1P4 (ou EDG-6) a été mis en évidence en 1998, ce récepteur est exprimé 
spécifiquement dans les tissus lymphoïdes, hématopoïétiques et le poumon (Graler et al, 
1998; Jolly  et al, 2002). Il est capable de fixer la S1P avec une forte affinité (Kd=12-63nM) 
la sphingosylphosphorylcholine (SPC) à des concentrations très élevées mais ne 
reconnait pas le LPA (Van Brocklyn et al, 2000). Ce récepteur est couplé aux protéines Gai 
et Ga12/13. L’activation du récepteur a pour conséquence une mobilisation du calcium 
intracellulaire via l’activation de la phospholipase C dépendante de la voie des MAP 
Kinases ERK1/2 (Van Brocklyn et al, 2000; Yamazaki et al, 2000). Il aurait également un 
rôle immunosuppresseur puisque son activation conduit à une diminution de la 
prolifération et de la sécrétion de cytokines par les lymphocytes T activés (Wang et al, 
2005b) (Tableau figure 9).
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5. S1P5 : 
Le S1P5 (ou EDG8) a initialement été décrit par Glickman sous le nom de NRG-1 
(Glickman et al, 1999), il a ensuite été caractérisé chez le rat (Im et al, 2000) puis chez la 
souris et l’humain (Im et al, 2001). Chez le rat et la souris, son ARN messager n’est 
retrouvé qu’au niveau du cerveau (matière blanche) et de la rate (Glickman et al, 1999)(Im 
et al, 2000). Chez l’homme, son expression est plus large puisque son ARN messager est 
retrouvé au niveau du corps calleux, de la rate, des leucocytes du sang périphérique, les 
poumons, et le placenta (Im et al, 2001). Néanmoins, une étude réalisée par Niedernberg 
et al a montré qu’il existe, chez l’homme, deux ARN messagers issus de l’épissage 
alternatif de 2,4 Kb  et de 5,5 Kb. La première forme n’est retrouvée qu’au niveau du 
cerveau de la rate et des leucocytes du sang périphérique, la seconde forme est quant à 
elle retrouvée dans les autres organes (Niedernberg et al, 2002). Ce récepteur possède 
une forte affinité pour la S1P (Kd = 2 nM) et est couplé aux protéines Gai et Ga12/13 (Malek 
et al, 2001). Il est capable d’activer les voies PLC/IP3/Ca2+ (Im et al, 2001), la voie PI3K/
AKT (Jaillard et al, 2005), la voie des Rho (Malek et al, 2001; Novgorodov et al, 2007) 
mais également d’inhiber l’adénylate cyclase (Im et al, 2001; Toman et al, 2001). Le S1P5 
semble jouer différents rôles dans les cellules nerveuses. En effet, dans les 
oligodendrocytes immatures son activation conduit à inhibition de la prolifération et de la 
migration cellulaire (Jaillard et al, 2005; Malek et al, 2001; Novgorodov et al, 2007). A 
l’inverse, il favorise la survie des oligodendrocytes matures myélinisants (Jaillard et al, 
2005) (Tableau figure 9).
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V. Rôles physiopathologiques de la voie SphK1/S1P:
A. Système immunitaire :
La S1P est considérée comme un des régulateurs de l’immunité innée et adaptative. La 
première mise en évidence de l’implication de la voie SphK1/S1P dans la régulation du 
système immunitaire a été faite suite à la mise au point du FTY720. En effet, ce composé 
initialement utilisé comme immunosuppresseur pour empêcher le rejet des greffes, 
entraîne une forte lymphopénie due à une séquestration des thymocytes et à un 
recrutement des lymphocytes au niveau des ganglions lymphatiques et des plaques de 
Payers (Yagi et al, 2000). L’implication la voie SphK/S1P dans ce processus a été mise en 
évidence lorsque des études ont montré que le FTY720 pouvait être phosphorylé in vivo 
par les SphKs et le produit de la phosphorylation était capable de se fixer sur les 
récepteurs à la S1P (Adachi & Chiba, 2008). Par la suite, il a été montré que le FTY720 
était essentiellement phosphorylé par la SphK2 et que la forme phosphorylée était un 
agoniste de l’ensemble des récepteurs exception faite du S1P2 (Adachi & Chiba, 2008; 
Kharel et al, 2005).
De nombreuses études ont permis de démontrer l’importance du S1P1 dans la régulation 
de la circulation des lymphocytes T et B dans l’organisme. En effet, des études réalisées 
dans des modèles de souris dont les cellules hématopoïétiques ont été spécifiquement 
délétées pour le S1P1 (Matloubian et al, 2004), ou dont les lymphocytes T (Allende et al, 
2004) ou les lymphocytes B (Allende et al, 2010) n’expriment pas ce récepteur, montrent 
que les lymphocytes perdent leur capacité de circulation et s’accumulent au niveau des 
ganglions lymphatiques. On sait aujourd’hui que la circulation des cellules lymphocytaires 
implique deux acteurs : le S1P1 ainsi que le gradient de S1P entre le sang et les organes 
lymphoïdes. En effet, lorsque les thymocytes sont matures ils expriment le S1P1 ce qui 
permet leur migration du thymus, pauvre en S1P, vers le système circulatoire riche en 
S1P. Une fois dans la circulation lymphatique, le S1P1 est internalisé en réponse à la 
fixation de son substrat. Les lymphocytes T seront ainsi transportés jusqu’aux ganglions 
lymphatiques. Au niveau des ces ganglions, deux cas de figures se présentent : (1) en 
absence de réaction inflammatoire les lymphocytes exprimeront à nouveau le S1P1 et 
pourront réintégrer le système lymphatique ; (2) dans le cas d’une réponse immunitaire, on 
observe une production de S1P au niveau des tissus inflammés, l’expression du S1P1 est 
donc réprimée retardant ainsi sa sortie du ganglion lymphatique (Chi & Flavell, 2005; 
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Spiegel & Milstien, 2011). D’autres études ont confirmé le rôle de la S1P dans la migration 
et la circulation des lymphocytes B (Cinamon et al, 2008), de lymphocytes T (Zachariah & 
Cyster, 2010), des natural killer (Jenne et al, 2009), des macrophages (Jolly et al, 2004), 
des cellules dendritiques (Rathinasamy et al, 2010) et des astrocytes (Mullershausen et al, 
2007). 
B. Système cardiovasculaire:
La S1P joue des rôles physiologiques importants dans le système cardiovasculaire 
notamment dans la morphogenèse vasculaire, la régulation du tonus vasculaire, des 
fonctions cardiaques, la perméabilité vasculaire... En effet, la S1P est retrouvée à de très 
fortes concentrations dans la circulation (400 nM) où elle est liée à l’albumine mais aussi 
aux lipoprotéines de faible (LDL) et de haute densité (HDL) (Murata et al, 2000). Cette 
disponibilité importante lui permet d’agir de nombreuses façons sur les cellules 
endothéliales : stimulation de la survie cellulaire (Lee et al, 1999b; Limaye et al, 2005), 
modulation de la perméabilité vasculaire (Schaphorst et al, 2003), maturation des 
vaisseaux sanguins et recrutement des péricytes (Paik et al, 2004), et plus généralement 
stimulation de l’angiogenèse et de la vasculogenèse. En effet, la S1P entraîne la 
formation, par les cellules endotheliales, de tubes en Matrigel (Lee et al, 1999b).
La S1P est également impliquée dans la régulation de la pression artérielle en régulant à 
la fois la contraction et la relaxation des cellules musculaires lisses. Le S1P1 et S1P2 
seraient ainsi impliqués dans les mécanismes de vasoconstriction (Salomone et al, 2008; 
Szczepaniak et al, 2010) alors que le S1P3 serait à l’inverse responsable de la 
vasodilatation des vaisseaux sanguins. En effet, la stimulation des cellules endothéliales 
par la S1P entraîne une augmentation du taux de NO (oxyde nitrique) suite à l’activation 
de l’enzyme eNOS (endothelial NO synthase) via la voie PI3K/AKT (Igarashi et al, 2001; 
Morales-Ruiz et al, 2001; Nofer et al, 2004). Cette production de NO est responsable de la 
vasodilatation des vaisseaux sanguins. Néanmoins, le profil d’expression des récepteurs 
sur les cellules endothéliales peut entraîner une réponse opposée puisque la S1P entraîne 
une vasoconstriction dans des modèles d'artères coronaires ou rénales. Cette voie PI3K/
AKT/eNOS est également impliquée dans la fonction pro-angiogénique de la S1P 
(Rikitake et al, 2002). Ces effets opposés pourraient également s’expliquer par la 
différence de nature des différents transporteurs de la S1P. En effet, des études ont 
montré que les HDL (High Density Lipoprotein) activeraient la production de NO (Nofer et 
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al, 2004) alors que les LDL (Low Density Lipoprotein) moins riches en S1P inhiberaient la 
production de NO (Kimura et al, 2001; Murata et al, 2000).
La S1P est également impliquée dans la migration des cellules endothéliales. C’est le cas 
notamment en réponse à une lésion lors du processus de régénération, ou lors de la 
croissance cellulaire. Dans le cas d’une lésion, les plaquettes, principales sources de S1P 
plasmatique, s'agrègent et libèrent de nombreux facteurs tels que le VEGF, le PDGF, FGF 
mais aussi de la S1P. La S1P notamment entraîne une migration des cellules 
endothéliales selon un mécanisme requérant la phosphorylation du S1P1 par AKT (Lee et 
al, 2001).
En plus de ses mécanismes propres, la S1P est capable d’interagir avec la voie d’un autre 
facteur pro-angiogénique, le VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), afin de stimuler 
l’angiogenèse. Tanimoto a notamment montré que la S1P est capable d’induire la 
transactivation du récepteur Flk-1/KDR des cellules endothéliales que façon similaire à 
l’activation induite par le VEGF (Tanimoto et al, 2002). De plus, le VEGF est capable 
d’induire une expression de l’ARNm et de la protéine S1P1 augmentant ainsi les effets de 
la S1P (Igarashi et al, 2003a) mais aussi d’induire l’activation de la SphK1 dans un modèle 
de cancer de la vessie (Shu et al, 2002). Néanmoins, le VEGF et la S1P semblent jouer 
des rôles opposés dans la régulation de la perméabilité vasculaire puisque la S1P diminue 
la perméabilité vasculaire en favorisant la formation de jonctions adhérentes, alors qu’à 
l’inverse, le VEGF déstabilise ces jonctions (Dvorak et al, 1995).
Finalement, la S1P serait également impliquée dans la protection contre l'artériosclérose 
et l'infarctus du myocarde (Choi et al, 2006). Dans un modèle murin d'ischémie/
reperfusion, la S1P est capable de limiter la taille de l'infarctus en inhibant l’apoptose des 
cardiomyocytes le recrutement des monocytes au niveau des tissus atteints (Theilmeier et 
al, 2006). Cet effet cardioprotecteur semble médié par les S1P1 et S1P3 et la production 
de NO ainsi qu’une diminution de l’expression des cytokines impliquées dans le 
recrutement et l’adhésion des monocytes (Bolick et al, 2005; De Palma et al, 2006). 
Néanmoins, certaines études ont montré que la S1P pouvait favoriser l'artériosclérose. 
Cela notamment en favorisant la fixation des monocytes (Weis et al, 2010) ainsi que la 
prolifération et la migration des cellules musculaire lisses en réponse au LDL oxydés 
(Auge et al, 1999). 
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C. Système nerveux : 
" Bien que les récepteurs au LPA jouent un rôle prédominant dans la régulation du 
système nerveux central, les études réalisées in vitro ainsi que les Knock-out des S1PR 
ont permis de mettre en évidence le rôle de l’axe SphK1/S1P dans la physiologie du 
système nerveux central. Plusieurs récepteurs à la S1P sont retrouvés dans le système 
nerveux central et périphérique : le S1P1 est fortement exprimé au niveau de la matière 
blanche, de l’hippocampe et du cervelet, notamment au niveau des cellules de Purkinje, et 
il est particulièrement présent au niveau des astrocytes. Des études d’hybridation in situ 
ont montré que le S1P3 et S1P5 étaient exprimés au niveau du cerveau. Cependant, les 
effets biologiques de la S1P ne sont pas encore parfaitement élucidés. Néanmoins, 
différents travaux ont montré une implication du S1P1 dans la régulation de la mobilité des 
astrocytes, de l'extension des neurites et la survie des oligodentrocytes (Toman et al, 
2004). De plus, la délétion du S1P1 provoque des défauts lors de la neurogenèse 
notamment lors de la fermeture du tube neural (Mizugishi et al, 2005).  A l’inverse, le S1P2 
inhibe l’extension neurale et la migration des cellules issues de glioblastomes et le S1P3 
régule négativement l’extension neurale (Van Brocklyn et al, 1999). Le S1P5, quant à lui, 
serait impliqué dans la myélinisation et démyélinisation des neurones, notamment dans le 
cas de certaines pathologies tels que la sclérose en plaques. De plus, le S1P5 inhibe la 
migration des progéniteurs oligodendrocytaires mais pas des oligodendrocytes matures à 
l’inverse ce récepteur stimule la survie des cellules oligodendrocytes matures mais pas 
des cellules progénitrices (Jaillard et al, 2005). La S1P serait également importante pour la 
survie de certaines cellules du système nerveux périphérique, telles que les cellules de 
Schwann, puisqu’elle est capable de protéger ces cellules de l’apoptose selon un 
mécanisme dépendant de la voie PI3K/Akt (Weigert et al, 2010). 
D. Système reproducteur :
" Différentes études ont montré l’importance des sphingolipides et notamment de la 
S1P dans la physiologie du système reproducteur. La S1P est notamment capable de 
protéger de l’apoptose les cellules germinales des souris femelles irradiées ou ayant subi 
un traitement chimiothérapeutique (Tilly & Kolesnick, 2002), ainsi que les cellules 
germinales mâles suite à une irradiation (Otala et al, 2004; Suomalainen et al, 2003). De 
plus, le traitement à la S1P permet aux souris irradiées de produire des oocytes normaux, 
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suggérant un rôle de la S1P dans la fonction ovarienne et dans la fertilité in vivo (Morita et 
al, 2000). 
Les souris sphk1 -/- et sphk2 +/- mâles sont fertiles à la différence des souris femelles. 
Ces dernières montrent des défauts dans le processus de décidualisation, c’est-à-dire la 
transformation de l'endomètre en decidua. Cette transformation permet à l’embryon de 
s’implanter, et la decidua protège également l’embryon du système immunitaire maternel 
et permet l’apport en oxygène et en nutriments. Les souris SphK1 -/- et SphK2 +/- 
présentent une forte accumulation de sphingosine au niveau de la decidua entrainant ainsi 
une hémorragie utérine et une létalité embryonnaire (Mizugishi et al, 2007). La SphK1 est 
de plus fortement exprimée au niveau des testicules et des acrosomes des 
spermatozoïdes (Matsumoto et al, 2005; Yatomi et al, 1997).
Les S1PRs semblent également jouer un rôle primordial dans le processus de la 
grossesse. L’expression du S1P1 est ainsi retrouvée à des niveaux importants au niveau 
des zone d’angiogenèse de l'endomètre (Dunlap et al, 2010). Les S1P1, S1P2 et S1P3 
voient également leur expression augmentée au cours du temps dans la decidua chez la 
souris et chez la femme (Skaznik-Wikiel et al, 2006; Yamamoto et al, 2010). Les ARN 
messagers des S1P1-3 et S1P5 sont également retrouvés dans les spermatozoïdes 
matures (Chae et al, 2004b). De plus, des travaux ont montré une augmentation de la 
production de S1P au cours de la gestation avec un pic d’activité de la SphK1 au terme de 
la grossesse (Dunlap et al, 2010; Yamamoto et al, 2010).
E. Squelette et développement des membres : 
" Liu et son équipe ont montré l’importance du S1P1 dans le développement du 
système vasculaire mais également lors du développement osseux. En effet, les souris 
n’exprimant pas le S1P1 montrent des défauts lors du développement des membres : les 
bourgeons des membres des embryons sont plus courts et présentent des défauts 
structuraux (Liu et al, 2000b). Chez l’embryon, le S1P1 n’est pas présent dans l’ensemble 
des bourgeons de membres : il est essentiellement retrouvé au niveau du système 
vasculaire, des cellules stromales ainsi qu’au niveau des zones de remodelage osseux 
(Chae et al, 2004a). Bien que le rôle exact du S1P1 dans le développement des membres 
n’est pas clairement établi, il a été montré que les souris s1p1 -/- montrent une expression 
plus importante du facteur HIF-1a et du VEGF au niveau des zones de remodelage 
osseux (Chae et al, 2004a). Ce phénomène traduit un défaut du système vasculaire et il 
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semblerait que cet apport réduit en oxygène et nutriments soit responsable des défauts de 
formation des membres observés dans ce modèle. La S1P semble également impliquée 
dans le processus d’ossification lors du développement puisque les S1P1 et S1P3 sont 
exprimés au niveau des zones d’ossification.
La S1P est également impliquée dans le remodelage osseux chez l’adulte notamment par 
son rôle dans les phénomènes d’ostéoporose: la S1P augmente la mobilité des 
ostéoclastes et stimule l’osteoclastogenèse (Ishii et al, 2011). 
F. Cancer :
1. La SphK1 comme marqueur tumoral :
"
" Outre son rôle physiologique et son implication dans diverses pathologies, la voie 
SphK/S1P est fortement impliquée dans l’acquisition du phénotype malin. C’est en 2000, 
que Xia a mis en évidence pour la première fois le caractère oncogénique de la SphK1. 
En effet, la surexpression de la SphK1 murine par des fibroblastes NIH-3T3 entraîne leur 
transformation selon un mécanisme dépendant de la voie Ras. Cette transformation les 
rend ces cellules résistantes à la déprivation en sérum et leur confère la capacité de 
former des colonies en agar et des tumeurs chez la souris SCID. A  l’inverse, ces effets 
sont absents lors de l’expression du dominant négatif G82D de la SphK1 dans la même 
lignée cellulaire (Xia et al, 2000).
Bien que jusqu’à présent aucune étude n’a mis en évidence de mutations pouvant 
expliquer le caractère oncogénique de la SphK1, de nombreuses études ont montré que 
l’ARN messager de la SphK1 et/ou le taux de la protéine est plus élevé dans de nombreux 
tumoraux en comparaison des tissus sains. C’est le cas notamment dans les cancers du 
sein, du colon, du poumon, de l’ovaire, de l’estomac, l'utérus et du rein ainsi que chez des 
patients atteints de leucémie aiguë (French et al, 2003; Johnson et al, 2005; Kawamori et 
al, 2006; Kohno et al, 2006; Li et al, 2009a; Sobue et al, 2008; Song et al, 2011). Cette 
surexpression de la SphK1 est de plus corrélée à mauvais pronostic, un grade plus élevé 
de tumeur et à une augmentation de l'échec des traitements conventionnels de chimio- et 
radiothérapie. Cette corrélation a notamment été établie dans les cas de glioblastome (Li 
et al, 2008a; Van Brocklyn et al, 2005) mais également dans le cancer du sein positif au 
récepteur aux oestogènes (Ruckhaberle et al, 2008) ainsi que dans certains cancers 
gastriques (Li et al, 2009a) et chez les patients atteints d’un cancer du côlon (Kawamori et 
al, 2009; Kawamori et al, 2006). Une étude a également montré une augmentation du taux 
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de S1P sérique chez les patientes atteintes d’un cancer ovarien, taux de S1P qui diminue 
suite à l’ablation de la tumeur (Sutphen et al, 2004).
Finalement, notre équipe a également montré que le taux de la SphK1 était plus élevé 
dans le cancer de la prostate (environ 2 fois plus) et que cette surexpression est corrélée 
à un avancement de la maladie plus important, à un taux de PSA plus élevé et à une 
récidive plus importante (Malavaud et al, 2010). 
Il faut noter que jusqu’à présent aucune corrélation n’a été faite entre le taux de la SphK2 
(ARNm et protéine) et l’agressivité des cancers. Néanmoins, des travaux ont montré que 
l’inhibition de la SphK2 par une stratégie siRNA entraîne une sensibilisation de lignées 
tumorales issue de cancer du sein et du colon à la doxorubicine (Sankala et al, 2007) mais 
également une diminution de la prolifération de cellules issues de glioblastome et que cet 
effet était plus important que celui obtenu suite à l’inhibition de la SphK1 (Van Brocklyn et 
al, 2005). De plus, l’utilisation d’un inhibiteur «spécifique» de la SphK2 entraîne une 
diminution de la croissance tumorale et une augmentation de l’apoptose et de l’autophagie 
dans un modèle de cancer du rein (Beljanski et al, 2010). Des résultats similaires ont été 
obtenus dans des modèles d’hépatocarcinomes (Ho et al, 2005) et de cancers 
pulmonaires (Schmid et al, 2007).
2. La voie SphK1/S1P dans la résistance aux traitements : 
" Différents travaux ont montré l’importance des sphingolipides dans la résistance 
aux traitements. En effet, la balance entre le niveau intracellulaire de S1P et ses 
précurseurs métaboliques, le céramide et la sphingosine, permet de contrôler le devenir 
de la cellule en stimulant, respectivement, les mécanismes de survie cellulaire ou à 
l’inverse la mise en place des voies d’apoptose. Ainsi, les cellules résistantes à la chimio- 
ou radiothérapie, à l’inverse des lignées sensibles, ne montrent pas d’augmentation du 
taux de céramide suite à ces traitements (Chmura et al, 1997; Michael et al, 1997). De 
manière similaire, l’activité de la SphK1 n’est pas modifiée par les rayonnements ionisants 
dans des lignées radio-résistantes issues de cancer de la prostate ; à l’inverse l’activité de 
la SphK1 est fortement inhibée dans des cellules radiosensibles suite au même traitement 
(Nava et al, 2000a). De la même manière, le traitement de cellules issues de leucémie 
myéloïde chroniques sensibles à l’Imatinib, qui inhibe les récepteurs à activité tyrosine 
kinase, montrent une inhibition de la SphK1 alors que les mêmes cellules ayant acquis 
une résistance suite à un traitement chronique sont caractérisées par l'absence d'inhibition 
de la SphK1 (Bonhoure et al, 2008). 
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Des études similaires ont montré une diminution du taux de la SphK1 et une augmentation 
du taux de céramide dans des modèles de leucémies sensibles, suite à un traitement avec 
des agents ciblant l’ADN alors que le même traitement reste sans effet sur l’activité de la 
SphK1 dans des lignées résistantes (Bonhoure et al, 2006). De la même manière, d’autres 
travaux réalisés dans notre équipe ont montré que le traitement par chimiothérapie de 
lignées prostatiques sensibles à ces traitements entraîne une diminution de l’activité de la 
SphK1 et de la viabilité cellulaire ainsi qu’une diminution du taux de S1P en faveur du taux 
de céramide, alors que le même traitement reste sans effet sur les lignées résistantes. De 
plus, la surexpression de la SphK1 dans des lignées de cancer du sein (Nava et al, 2002), 
de leucémie myéloïde aiguë (Bonhoure et al, 2006), de leucémie myéloïde chronique 
(Bonhoure et al, 2008) ou encore de cancer de la prostate (Pchejetski et al, 2005) entraîne 
une résistance aux traitements chimiothérapeutiques de référence. Ces observations ont 
également été faites in vivo puisque l’implantation de cellules tumorales surexprimant la 
SphK1 dans un modèle murin entraîne la formation de tumeurs de taille plus importante et 
résistantes au docétaxel ; à l’inverse l’inhibition de la SphK1 par une stratégie siRNA 
entraîne une sensibilisation des cellules tumorales aux différents traitements (Pchejetski et 
al, 2008; Pchejetski et al, 2005). Ces résultats similaires ont, de plus, été obtenus dans 
des modèles de cancer du pancréas et leucémie (Baran et al, 2007; Guillermet-Guibert et 
al, 2009).
L’activité de la SphK1 est ainsi corrélée à la résistance aux traitements et à l’agressivité 
dans de nombreux modèles tumoraux faisant de la SphK1 un marqueur tumoral pronostic 
vis-à-vis de la résistance aux traitements. 
3. Rôle de la S1P dans l’angiogenèse tumorale :
" Lors de la tumorigenèse, les cellules tumorales vont être capables de stimuler la 
néo-angiogenèse afin de fournir les nutriments nécessaires à leur prolifération. Or, comme 
précédemment décrit dans ce manuscrit, la S1P extracellulaire joue un rôle important via 
ces récepteurs dans la régulation du système vasculaire. Différentes études se sont donc 
attachées à mieux comprendre le rôle de la voie SphK1/S1P et son importance en tant 
que cible pharmacologique dans la régulation de l’angiogenèse tumorale.
" Nous avons précédemment vu que le S1P1 était fortement impliqué dans la mise en 
place du système vasculaire lors du développement embryonnaire. Chae et al ont mis en 
évidence une forte expression de ce récepteur au niveau des cellules endothéliales des 
vaisseaux sanguins avoisinant la tumeur. De plus, l'inhibition spécifique de ce récepteur 
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par une approche siRNA entraîne une diminution de la capacité migratoire des cellules 
endothéliales in vitro et in vivo et l’injection de ce siRNA au niveau de la tumeur 
subcutanée entraîne une déstabilisation du système vasculaire tumoral et une diminution 
de la croissance tumorale (Chae et al, 2004b). A l’inverse, l'absence du S1P2 entraîne une 
croissance tumorale plus rapide chez des souris S1P2-/-. Cette augmentation de 
prolifération est corrélée à une densité vasculaire plus importante au niveau de la tumeur 
et à un recrutement accru des péricytes à la surface des néo-vaisseaux (Du et al, 2010). 
" Une autre stratégie ayant permis de mettre en évidence le rôle de la voie S1P/
S1PR dans la régulation de l’angiogenèse tumorale repose sur l’utilisation du FTY720. Le 
FTY720 suite à sa phosphorylation par la SphK2 va agir comme un antagoniste des 
récepteurs à la S1P, mis à part le S1P2. Il a ainsi été démontré que ce composé était 
capable d’inhiber l’angiogenèse induite par le VEGF et la S1P mais aussi la croissance 
tumorale chez la souris dans un modèle de mélanome (LaMontagne et al, 2006). 
Récemment, la mise au point d’un anticorps dirigé contre la S1P a permis de confirmer le 
rôle de la S1P dans la régulation de l’angiogenèse tumorale. En effet, l’utilisation de cet 
anticorps dans un modèle murin de xénogreffe orthotopique de tumeurs mammaires et 
pulmonaires entraîne une forte diminution de la croissance tumorale. L’anticorps qui agit 
comme une «éponge» vis-à-vis de la S1P, est capable d’inhiber la migration des cellules 
endothéliales et la formation des vaisseaux sanguins induits par le VEGF et le bFGF, 
vraisemblablement en bloquant notamment les mécanismes de transactivation entre les 
S1PRs et les récepteurs à ces facteurs de croissance. Cette étude a également montré 
que l’utilisation de cet anticorps est capable d’empêcher la libération de VEGF et des 
cytokines IL-6 et IL-8 par les cellules tumorales à la fois in vivo et in vitro (Visentin et al, 
2006).
De plus, une étude réalisée au sein de l’équipe a montré que l’anticorps anti-S1P diminue 
l’hypoxie intratumorale dans un modèle de greffe orthotopique de cancer de la prostate. 
Cette réoxygénation de la tumeur est due à une normalisation du système vasculaire 
tumoral et permet une meilleure distribution des traitements (tels que le docétaxel) et 
augmente leur efficacité et diminue le nombre de métastases (Ader, résultats non publiés).
Très récemment, une étude utilisant un anticorps bloquant spécifiquement le S1P3 a 
également mis en évidence l’importance de ce dernier dans la croissance tumorale : le 
traitement de souris porteuses de tumeurs subcutanées avec cet anticorps entraîne une 
diminution de la croissance tumorale et une augmentation des zones nécrotiques au sein 
de la tumeur (Harris et al, 2012).
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Figure 10 : Rôles physiopathologiques de la S1P
(d’après Maceyka 2011)
4. Stratégies thérapeutiques ciblant le métabolisme sphingolipidique :
" Nous avons vu précédemment que les différents acteurs du métabolisme 
sphingolipidique et notamment la voie SphK1/S1P, étaient fortement impliqués dans 
différentes pathologies et plus particulièrement dans le cancer. Ainsi ces dernières 
années, de nombreux inhibiteurs pharmacologiques visant la voie SphK1/S1P ont été mis 
au point dans le but d’améliorer les thérapies (Tableau Figure 11). 
Initialement, la D.L threo-dihydrosphingosine (ou sphinganine) et la diméthylsphingosine 
(DMS) ont été largement utilisées en tant qu’inhibiteurs des SphKs. Ces deux composés 
sont des inhibiteurs ayant des constantes d’inhibition de 5 et 10µM, respectivement 
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(Olivera et al, 1998; Vessey et al, 2007). Ils sont également capables d’inhiber la 
croissance tumorale dans de nombreux modèles et d’améliorer l’efficacité de la chimio- et 
de la radiothérapie (Cuvillier, 2007). Néanmoins, ces composés manquent de spécificité. Il 
a en effet été démontré que la sphinganine et la DMS étaient capables d’inhiber la PKC 
(Endo et al, 1991; Igarashi et al, 1989; Khan et al, 1990; Schwartz et al, 1997) ainsi que la 
céramide kinase (Sugiura et al, 2002). D’autres inhibiteurs, naturels ou synthétiques, ont 
par la suite été mis en évidence. French et al ont notamment identifié plusieurs inhibiteurs 
synthétiques par criblage : les composés SKi I-V (French et al, 2003) et démontré leur 
capacité à inhiber la croissance tumorale in vivo (French et al, 2006). Ces composés sont 
des inhibiteurs non-compétitifs du site de fixation de l’ATP et possèdent une spécificité 
plus importante vis-à-vis des autres lipides et protéines kinases. Des travaux réalisés avec 
le composé SKi-II ont montré que ce composé montrait une forte toxicité sur des cellules 
issues de cancer de la vessie ou du cancer du sein (French et al, 2003). Il est également 
capable d’induire l’apoptose dans différents modèles de cancer de la prostate (Pchejetski 
et al, 2005; Sauer et al, 2009). De plus, son administration entraîne une diminution de la 
croissance tumorale chez la souris et cela sans avoir de toxicité pour l’animal (French et 
al, 2006). Le composé SKi-I serait, quant à lui, capable d’inhiber spécifiquement la SphK1 
sans inhiber l’activité de la SphK2 ni les autres enzymes kinases. Des études réalisées in 
vitro et in vivo ont montré que le SKi-I induisait l’apoptose de cellules leucémiques (Paugh 
et al, 2008) et entrainait une diminution du volume tumoral dans un modèle de tumeur 
cérébrale (Kapitonov et al, 2009). Les composés 9ab  et 12aa sont quant à eux des 
dérivés de la sphingosine qui sont capables d’inhiber la SphK1 (IC50 de 50 et 62nM 
respectivement) sans affecter l’activité de la SphK2 (Xiang et al, 2009).
L’inhibiteur ABC294640 est, quant à lui, un inhibiteur du site de fixation de la sphingosine 
spécifique de la SphK2 (French et al, 2010). Il est capable d’inhiber la prolifération et la 
migration et d’induire l’autophagie dans différentes lignées tumorales. Des études 
réalisées in vivo ont de plus montré que son administration induisait une diminution de la 
croissance tumorale dans des modèles de cancer du sein et du rein (Beljanski et al, 2010; 
French et al, 2010).
Certains inhibiteurs naturels ont également été isolés à partir de micro-organismes. Le 
composé B5354c isolé à partir d’une bactérie marine est un inhibiteur non compétitif du 
site de fixation de la sphingosine. Ce composé ne montre pas d’activité d'inhibition envers 
les protéines PI3K et PKC  (Kono et al, 2002) et est capable d’induire une 
chimiosensibilisation in vitro et in vivo dans un modèle de cancer de la prostate (Pchejetski 
et al, 2008). Le composé F-12509A a, quant à lui, été isolé à partir d’un champignon 
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(Trichopezizella barbata). Il s’agit d’un inhibiteur compétitif du site de fixation de la 
sphingosine (Kono et al, 2002) qui est capable d’induire l’apoptose de cellules chimio-
résistantes (Bonhoure et al, 2008; Bonhoure et al, 2006). Ces deux composés n’ont 
montré aucun effet sur l’activité de la PKC et la PI3K même à des doses élevées (500µM) 
(Kono et al, 2002).
Finalement, le FTY720 est un inhibiteur dérivé de la myriocine, molécule obtenue à partir 
du champignon Isaria sinclairii (Adachi & Chiba, 2008), possédant une structure proche de 
celle de la sphingosine (Albert et al, 2005; Kiuchi et al, 2005). Le FTY720 est capable 
d’inhiber la SphK1 à des doses de l’ordre de 5µM (Vessey et al, 2007). Cet analogue de la 
sphingosine peut être phosphorylé par la SphK2 en FTY720-P (Kharel et al, 2005; Paugh 
et al, 2003). Le FTY720-P est capable d’interagir et d’inhiber l’ensemble des S1PRs à 
l’exception du S1P2 (Brinkmann, 2007), néanmoins le FTY720 semble avoir une action 
indépendante des S1PRs (Nagaoka et al, 2008; Neviani et al, 2007). Le FTY720-P est de 
plus capable d’inhiber l’autotaxine, enzyme produisant l’acide lysophosphatidique (LPA). 
Le FTY720 inhibe, quant à lui, la phospholipase A2 et la céramide synthase et active la 
PP2A entrainant ainsi une désactivation de la SphK1 (Barr et al, 2008). Le FTY720 est 
finalement d’induire l’apoptose dans de nombreuses lignées tumorales tels que le cancer 
de la prostate (Chua et al, 2005; Permpongkosol et al, 2002; Wang et al, 1999b), du sein 
(Azuma et al, 2002), de la vessie (Azuma et al, 2003) et de leucémie (Liu et al, 2008; 







Chapitre II : L’hypoxie
I. Homéostasie de l’oxygène dans l’organisme et stress hypoxique : 
Au cours de l’évolution, les organismes vivants ont dû s’adapter à de profondes 
modifications de la composition gazeuse de l’atmosphère. En effet, cette dernière était 
composée, il y a 4 milliards d’années, de CO2 à 98 % et ne contenait quasiment pas 
d’oxygène alors que de nos jours, elle est essentiellement composée d’azote et d’oxygène 
(79 % et 21 % respectivement). L’accumulation de l’oxygène dans l’atmosphère terrestre a 
conduit à la mise en place d’un nouveau système de production d'énergie pour la cellule. 
L'oxygène est en effet, chez la grande majorité des organismes, l’accepteur final 
d'électrons lors de la réaction de phosphorylation oxydative. La phosphorylation oxydative 
consiste en un transfert de l'énergie contenue dans les molécules organiques vers la 
liaison phosphate d’une molécule d’ATP, qui sera par la suite redistribuée dans la cellule et 
sera utilisée comme source d'énergie pour les différents processus biologiques (Figure 
12). 
Les	  molécules	  organiques	  perme2ent	  par	   leur	  entrée	  dans	  le	  cycle	  de	  Krebs	  la	  produc8on	  de	  coenzymes	  réduits.	  Ces	  
coenzymes	   seront	   ensuite	   oxydés	   au	   niveau	   de	   la	   chaîne	   mitochondriale.	   Ce2e	  oxyda8on	   perme2ra	   la	   libéra8on	  
d’électrons	  au	  niveau	  de	  la	  chaîne	  respiratoire	  mitochondriale, 	  électrons	  qui	   seront	   transférés	  à	  l’oxygène	  accepteur	  
final. 	  Ce	  transport	  d’électrons	  permet	  la	  mise	  en	  place	  d’un	  gradient	  de	  protons	  H+	  qui	  permet	  la	  synthèse	  d’ATP	  par	  
l’ATP	  synthase.
Figure	  12	  :	  Schéma	  de	  la	  phosphoryla8on	  oxyda8ve
Bien que la taille des premiers organismes pluricellulaires permettait une diffusion passive 
de l’oxygène vers l’ensemble des cellules, l’augmentation de la taille et de la complexité 
des organismes a nécessité la mise en place d’un système respiratoire permettant de 














l’organisme, et finalement un système endocrinien complexe qui par la production de 
différentes hormones (tels que l’adrenaline et l’EPO) sera impliqué dans la régulation du 
taux d’oxygène et sa distribution vers l’ensemble des cellules de l’organisme.
L'évolution a ainsi permis la mise en place, chez les organismes supérieurs, d’organes 
spécialisés permettant la captation (poumons), le transport (sang), et la distribution 
(système cardiovasculaire) de l'oxygène. En conditions normales, la concentration en 
oxygène est d’environ 21 % (correspondant à la pression partielle en oxygène de 150 
mmHg mesurée au niveau de la mer) au niveau des voies aériennes supérieures et est 
comprise entre 2 et 0,5 % au niveau des tissus (Brahimi-Horn & Pouyssegur, 2007). 
" Dans certaines conditions (environnementales, physiologiques ou pathologiques), il 
arrive que cette concentration en oxygène diminue, c’est ce que l’on appelle l’hypoxie. Il 
existe donc dans l’organisme différents «senseurs» capables de détecter cette variation et 
induire une réponse physiologique ou cellulaire afin de compenser ce manque en 
oxygène. Pour cela, il existe différents mécanismes de mesure du taux d’oxygène. D’une 
part il y aura une détection de la diminution du taux d’oxygène au niveau de l’organisme et 
d’autre part une réponse qui elle se fera au niveau cellulaire en cas de diminution 
prolongée du taux d’oxygène (Lahiri et al, 2006; Semenza, 2011). 
Le premier senseur de la diminution du taux de l'oxygène se situe au niveau du corps 
carotidien, où se trouvent les cellules glomulaires. En condition d’hypoxie, ces cellules 
vont rapidement libérer différents neurotransmetteurs (dopamine, acétylcholine, 
noradrénaline...) ce qui va entraîner une augmentation du rythme et du volume respiratoire 
ainsi que du rythme cardiaque, permettant ainsi une meilleure oxygénation de l’organisme 
(Weir et al, 2005).
En cas de diminution prolongée et/ou locale du taux d'oxygène due à l’environnement 
(adaptation à l’altitude) ou à une pathologie (ischémie, diabète, maladies inflammatoires, 
cancer...) différents mécanismes moléculaires sont mis en place afin de répondre à cette 
diminution. En effet, la réponse et l’adaptation des cellules à l’hypoxie sont contrôlées par 
différents facteurs de transcription. Parmi ces facteurs activés en conditions d’hypoxie, on 
retrouve notamment les protéines NF-kB (Nuclear Factor kappa-B) (Chandel et al, 2000b; 
Koong et al, 1994), CREB (Cyclic AMP response element binding protein) (Beitner-
Johnson & Millhorn, 1998; Comerford et al, 2003), AP-1 (Activating Protein-1) 
(Bandyopadhyay et al, 1995; Minet et al, 2001), Egr-1 (Early Growth Response-1) (Bae et 
al, 1999; Nishi et al, 2002; Yan et al, 1999) et NF-IL6 (Nuclear Factor for interleukin 6) 
(Yan et al, 1995). Cependant, il est actuellement établi que les acteurs clefs de 
72
l’adaptation au stress hypoxique sont les facteurs de transcription inductibles par l’hypoxie 
ou Hypoxia Inducible Factor (HIF).
II. Les facteurs HIFs :
Les facteurs de transcription HIFs sont des hétérodimères constitués d’une sous unités a, 
dont la stabilité est comme nous le verrons régulée par l’oxygène, et d’une sous unité b 
qui est exprimée constitutivement. Les facteurs HIFs sont capables d’induire l’expression 
de nombreux gènes suite à leur fixation sur leurs séquences cibles : les séquences HRE 
(Hypoxia Inducible Factor).
bHLH : basic Helix-Loop-Helix ; PAS : Per-ARNT-Sim; ODDD: Oxygene Dependant Degradation Domain; N-
TAD : N terminal TransActivation Domain; C-TAD : C terminal Transactivation Domain. 
Figure 13 : structures schématiques des sous-unités HIFs 
 
A. Le facteur HIF-1a :
" La protéine HIF-1a est le premier membre des facteurs HIFs a avoir été identifié 
par le groupe de Semenza au début des années 90. Il a été mis en évidence grâce à son 
rôle dans l’induction de l’expression de l‘érythropoïétine (EPO) en hypoxie grâce à sa 
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capacité de fixation au niveau de la séquence HRE (Hypoxia Response Element) 
contenue dans le promoteur de l’EPO (Semenza et al, 1991; Semenza & Wang, 1992).
Il s’agit d’une protéine de 826 acides aminés, d’environ 120 KDa, qui appartient à la 
famille des bHLH-PAS pour basic helix-loop-helix - Per-ARNT-Sim (Wang et al, 1995a) 
(Figure 12). En effet, HIF-1a présente dans sa partie N-term un domaine bHLH (entre les 
résidus 17 et 30) qui est retrouvé dans de nombreux facteurs de transcription. Celui-ci 
permet la dimérisation des protéines ainsi que leur fixation à l’ADN (Crews, 1998). Le 
domaine PAS, composé de deux sous-domaines PAS-A et PAS-B, est également présent 
dans la partie N-terminale (résidus 85 à 298) et est impliqué dans l'interaction avec 
d’autres protéines.
HIF-1a possède également deux domaines de transactivation situés dans la partie C-
terminale de la protéine : les domaines N-terminal TADs (N-TAD) et C-terminal TADs (C-
TAD) (Ruas et al, 2002). Ces domaines sont situés entre les résidus 531 et 575 pour N-
TAD et entre 786 et 826 pour C-TAD (Pugh et al, 1997). Il a été démontré que le C-TAD 
est particulièrement impliqué dans l’activation de la transcription via son interaction avec 
certains co-activateurs de la transcription tel que CBP/p300, SRC1 et TIF2 (Lando et al, 
2002b). La partie C-terminale contient également un domaine primordial dans la régulation 
de la stabilité de la protéine en fonction du taux d'oxygène : le domaine ODDD (Oxygen 
Dependent Degradation Domain) (Huang et al, 1997). Ce domaine situé entre les résidus 
401 et 603 contient deux séquences PEST-like qui sont des motifs riches en proline, acide 
glutamique, sérine et threonine fréquemment retrouvées chez les protéines ayant une 
demi-vie courte (Rechsteiner & Rogers, 1996). Finalement la protéine comporte 
également deux séquences de localisation nucléaire (NLS) : N-NLS (résidus 17 à 74) et C-
NLS (résidus 718 à 721). Il semblerait que cette dernière joue un rôle majoritaire dans 
l’adressage de la protéine au noyau (Kallio et al, 1998) (Figure 13). 
HIF-1a contient également de nombreux sites de modifications post-traductionnelles 
(Figure 14). En effet, la protéine contient au moins 3 séquences de sumoylation qui 
permettent la fixation du polypeptide SUMO (Small Ubiquitin-like MOdifier) au niveau des 
résidus lysines 391,477 et 532. Le domaine ODDD contient également différents sites de 
modifications : un site d’acétylation sur le résidu lysine 532 ainsi que deux sites 
d’hydroxylation sur les résidus proline 402 et 564. L'extrémité C-TAD contient un site 
d’hydroxylation au niveau du résidu N803 ainsi qu’une séquence de S-nitrosylation sur le 
résidu C800. En outre, la séquence de la protéine contient dans sa moitié C-terminale de 
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multiples sites de phosphorylation qui sont impliqués dans la régulation de la stabilisation 
et de l’activité transcriptionnelle de HIF-1a (Wang et al, 1995b).
B. HIF-2a :
" Initialement identifié dans les cellules endothéliales comme le facteur de 
transcription EPAS1 (Tian et al, 1997), le facteur HIF-2a aussi appelé HFL (HIF-like factor) 
(Ema et al, 1997), HRF (HIF-related factor) (Flamme et al, 1997) ou bien MOP2 (Member 
Of PAS superfamilly 2) (Hogenesch et al, 1997) possède une séquence très proche de 
celle de HIF-1a puisque les 2 isoformes partagent 48 % de leur séquence en acides 
aminés. En raison de cette forte homologie, l’ensemble des domaines présents chez 
HIF-1a sont retrouvés chez HIF-2a. La protéine appartenant aussi à la famille bHLH-PAS, 
on retrouve le domaine bHLH permettant la fixation à l’ADN au niveau de l'extrémité N-
terminale ainsi qu’un domaine PAS permettant la dimérisation avec d’autres protéines 
(Figure 12). HIF-2a possède également deux domaines de transactivation nommés 
comme pour HIF-1a T-TAD et C-TAD, situés respectivement entre les résidus 517-682 et 
828-870 (O'Rourke et al, 1999). La protéine HIF-2a contient également un domaine 
ODDD présentant deux sites d’hydroxylation sur les prolines 405 et 531 impliqués dans la 
régulation de la stabilité de la protéine en fonction du taux d’oxygène (Figure 14). Comme 
pour HIF-1a un site d’hydroxylation permettant la régulation de l’activité transcriptionnelle 
est également présent sur le résidu proline 847 au niveau du domaine T-TAD (Figure 13).
A l’inverse de la protéine HIF-1a qui est exprimé de manière ubiquitaire, la protéine 
HIF-2a est essentiellement exprimée au niveau des cellules endothéliales, des cellules 
gliales, des cardiomyocytes, des fibroblastes rénaux et des cellules interstitielles, du 
pancréas et du duodénum (Tian et al, 1997).
C. HIF-3a :
"
" Il s’agit du dernier membre de la famille des protéines HIF-a à avoir été mis en 
évidence par Gu en 1998 (Gu et al, 1998). Il partage 57 et 53% d’homologie de séquence 
avec HIF-1a et HIF-2a respectivement. Elle présente également un domaine bHLH et PAS 
ainsi que le domaine ODDD. Néanmoins, à la différence des deux autres isoformes, la 
protéine HIF-3a ne possède pas de domaine de transactivation C-TAD (Hara et al, 2001) 
(Figure 13). Des études plus récentes ont montré que le promoteur de HIF-3a contenait 
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une séquence HRE et que son expression était contrôlée par HIF-1a et non HIF-2a 
(Makino et al, 2007; Pasanen et al, 2010; Tanaka et al, 2009). De plus, HIF-3a ne semble 
pas être régulée au niveau de sa stabilité puisque la protéine est retrouvée en normoxie 
(Tanaka et al, 2009). La protéine HIF-3a possède dix variants d’épissage connus 
(Pasanen et al, 2010) dont le variant IPAS (Inhibitory domain PAS protein) ou HIF-3a2 
capable d’inhiber l’activité transcriptionnelle de HIF-1 (Makino et al, 2001; Maynard et al, 
2003). Il semblerait que cette inhibition soit due à la capacité de IPAS à former un 
hétérodimère avec HIF-1a bloquant ainsi son interaction avec le facteur HIF-1b (Makino 
et al, 2001). De la même manière, le variant d’épissage HIF-3a4 est capable d’interagir 
avec HIF-2a et d’inhiber son activité transcriptionnelle (Maynard et al, 2007). De manière 
surprenante, une étude récente a montré que l’inhibition de HIF-3a conduisait à une 
diminution de l’expression de certains gènes cibles des facteurs HIFs (Heikkila et al, 
2011).
D. HIF-1b :
" Le facteur HIF-1b ou ARNT (Aryl Hydrocarbon Nuclear Receptor Translocator) est 
une protéine d’environ 90KDa, identifiée pour la première fois en tant que partenaire de la 
protéine AHR (Aryl hydrocarbon Receptor) pour former le récepteur à la dioxine (Hoffman 
et al, 1991). Ce facteur appartient également à la famille bHLH-PAS. Comme les facteurs 
HIF-a il contient un domaine bHLH-PAS permettant son interaction avec l’ADN et les 
facteurs HIF-a, ainsi qu’un domaine de transactivation TAD. Mais à l’inverse des sous-
unités HIF-a, le domaine ODDD est absent de sa séquence, avec pour conséquence une 
expression constitutive de la protéine indépendamment du taux d’oxygène (Kallio et al, 
1997) (Figure 13).
Il existe deux variants de la protéine HIF-1b : la protéine ARNT2 qui partage 57 % 
d’homologie avec HIF-1b et la protéine ARNT3 (ou BMAL-1/MOP3). Ces protéines 
semblent jouer le même rôle physiologique en raison de la forte homologie de séquence 
(environ 80 %) au niveau des domaines bHLH et PAS. Néanmoins, leur profil d’expression 
semble être différent puisque la protéine HIF-1b est exprimée dans tout l’organisme alors 
que l’expression de la protéine ARNT2 est restreinte au cerveau et au rein (Hirose et al, 
1996).
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HIF+1a! bHLH$ PAS$ $$$$$$ODDD$ N+TAD$ C+TAD$ 826$aa$
P402% P564% P803%K532%
K391% K477% K532% C800%
C530%
S641% S643%T344%
Les protéines HIF-1a et HIF-2a présentent plusieurs sites de modifications post traductionnelles: 
hydroxylation (en rouge), acétylation (en orange), SUMOylation (en vert), S-nitrosylation (en bleu), 
phosphorylation (en noir). 
Figure 14 : Principaux sites de modifications post-traductionnels
III. La régulation des facteurs HIFs :
A. Régulations dépendantes de l’oxygène :
1. Régulation de la stabilité :
" " " Les PHDs : 
" Rapidement, il a été clairement établi que le taux des sous unités HIF-a était 
régulée par le taux d’oxygène (Huang et al, 1998). Néanmoins le mécanisme impliqué n’a 
été mis en évidence qu’au début des années 2000. Deux équipes distinctes ont mis en 
évidence l'existence d’une enzyme dont l’activité dépend de l'oxygène et capable de 
modifier HIF-1a au niveau de son domaine ODDD en hydroxylant les résidus prolines 402 
et 564 (Ivan et al, 2001; Jaakkola et al, 2001) contenues dans les séquences consensus 
du type LXXLAP (Masson et al, 2001) (Figure 17). La même année, trois prolines 
hydroxylases, les PHD1/2/3 (Prolyl Hydroxylase Domain contaning ou HPH1-3/EGLN1-3), 
ont été identifiées par homologie de séquence d’une part avec la prolyl hydroxylase egl-9 
de C. elegans (Epstein et al, 2001) et d’autre part avec une famille de prolyl hydroxylase 
capable de modifier le collagène (Bruick & McKnight, 2001).
L’activité dioxygénase des PHDs est dépendante de l’oxygène, de l’a-cétoglurate, du 
Fe(II) et de l’ascorbate en tant que co-facteurs (Schofield & Zhang, 1999). Lors de la 
réaction d’hydroxylation, l’oxygène moléculaire est coupé en deux : un des atomes permet 
une réaction de décarboxylation de l’a-cétoglurate pour former du succinate, le second est 
transféré sur une proline de la sous-unité HIF-a pour former une hydroxyproline. Lors de 
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cette réaction, il semblerait que le Fe(II) soit nécessaire pour le clivage de l'oxygène 
moléculaire. L’ascorbate, quant à lui, permettrait de réduire le Fe(III) en Fe(II) suite à la 
réaction de décarboxylation et ainsi permettre la réactivation de l’enzyme.
Les trois enzymes sont retrouvées dans l’ensemble des tissus. Néanmoins l’ARN 
messager de PHD2 est plus abondant au niveau du tissu adipeux, celui de PHD3 est 
particulièrement élevé au niveau du cœur et du placenta et finalement l’ARN messager de 
PHD1 est particulièrement exprimé au niveau des testicules (Cioffi et al, 2003; Lieb et al, 
2002; Masson & Ratcliffe, 2003). Des différences sont également observées dans la 
localisation intracellulaire des différentes PHDs : les travaux de Metzen et al ont ainsi 
montré que la protéine PHD1 est exclusivement nucléaire, que la protéine PHD2 est 
essentiellement cytoplasmique mais peut également être présente dans le noyau, la 
protéine PHD3 étant retrouvée indifféremment au niveau du noyau ou du cytoplasme 
(Metzen et al, 2003a).
" Bien qu’il ait été démontré que les trois PHDs étaient capables d’hydroxyler les 
sous-unités HIF-a in vitro (Bruick & McKnight, 2001), les travaux d’Appelhoff ont démontré 
que les différentes PHDs n’avaient pas la même importance dans la régulation des 
protéines HIF-a : la protéine PHD2 joue ainsi un rôle essentiel dans la régulation de 
HIF-1a, quant à la protéine PHD3 elle semble jouer un rôle plus important dans la 
régulation de HIF-2a. Néanmoins, ces observations réalisées in vitro pourraient être 
biaisées par les taux relatifs des PHDs qui pourraient être différents de ceux observés in 
vivo (Appelhoff et al, 2004). Cependant, des expérimentations conduites in vivo ont 
confirmé l’importance prédominante de PHD2 puisque seul le KO de PHD2 est létal au 
niveau embryonnaire chez la souris (Berra et al, 2006).
" Il a également été démontré que les deux résidus prolines présents au niveau du 
domaine ODDD n’étaient pas hydroxylés de la même manière par les différentes PHDs : 
la proline située du coté C-terminal de l’ODDD est hydroxylée, en premier, par les trois 
PHDs ; la seconde proline n’étant hydroxylée que par les PHD1 et 2 (Chan et al, 2005).
De plus, les PHDs sont également régulées de différentes façons. Leur expression est 
notamment contrôlée en fonction du taux d’oxygène : des séquences HRE sont en effet 
retrouvées dans leur promoteur. On observe ainsi une augmentation de l’expression des 
PHD2 et PHD3 en hypoxie, permettant la mise en place d’une boucle de rétro-contrôle 
(Berra et al, 2003; Berra et al, 2001; Epstein et al, 2001). Del Peso et coauteurs ont 
montré que l’augmentation de l’expression des PHDs était dépendante de HIF-1 (del Peso 
et al, 2003), mais le facteur HIF-2 est également responsable de l’augmentation du taux 
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de la PHD3 mais pas de la PHD2 en hypoxie (Aprelikova et al, 2004). Le taux des PHD1 
et PHD3 peut également être régulé par des mécanismes de dégradation : il existe en 
effet deux E3 ubiquitines ligases Siah1 et Siah2, dont l’expression est augmentée en 
hypoxie selon un mécanisme indépendant de HIF-1 (Nakayama et al, 2007), impliquées 
dans la dégradation des PHD1 et PHD3 via leur adressage au protéasome (Nakayama et 
al, 2004; Nakayama & Ronai, 2004). Ce mécanisme de dégradation dépendant de la 
protéine Siah2 implique les kinases p38 et AKT (Khurana et al, 2006). Finalement, 
l’activité même des PHDs peut être régulée par différentes voies : les ROS et le NO 
(Gerald et al, 2004; Metzen et al, 2003b), l’ascorbate (Knowles et al, 2003), certains ions 
métalliques (Hirsila et al, 2005; Martin et al, 2005) ainsi que les intermédiaires 
métaboliques du cycle de Krebs (Dalgard et al, 2004; Selak et al, 2005) sont connus pour 
moduler l’activité des PHDs et ainsi induire une stabilisation des facteurs HIF-a.
" " " Le système pVHL-E3 ubiquitine ligase :
" Un autre acteur primordial dans le mécanisme de dégradation des sous-unités HIF-
a,	  en hypoxie, est la protéine pVHL (Von Hippel Lindau protein) (Figure 17). Cette protéine 
a initialement été mise en évidence dans la maladie de von Hippel Lindau (Ivan & Kaelin, 
2001). Cette pathologie, caractérisée par une inactivation de la protéine pVHL, se traduit 
notamment par l’apparition de cancers présentant une forte vascularisation en raison de 
l’expression constitutive des facteurs HIFs.
79
En normoxie, les sous-unités HIF-a sont reconnues et hydroxylées par les PHDs provoquant leur 
dégradation. En hypoxie, les PHDs sont inactives et les sous-unités HIF-a stabilisées. Elles sont ensuite 
adressées au noyau où elles se dimérisent avec HIF-1b pour induire l’expression des gènes cibles. 
Figure 15 : Régulation de HIF par les prolyl hydroxylases (PHD)
L’hydroxylation des sous-unités HIF-a	   au niveau des résidus proline de leur domaine 
ODDD permet la reconnaissance des protéines par la protéine pVHL dont le domaine b va 
interagir avec le domaine ODDD. L’interaction de pVHL avec HIF-a permet le recrutement 
via son domaine	  a des protéines élongine B, élongine C, culine 2 et Rbx1 et permettre 
ainsi la formation d’un complexe E3 ubiquitine ligase (Ivan et al, 2001). La formation de ce 
complexe va avoir pour conséquence l’ubiquitination de HIF-a et ainsi son adressage au 
protéasome et ainsi conduire à sa dégradation (Kamura et al, 2000) (Figure 15). Il est 
intéressant de noter que ce processus d’ubiquitination peut être inversé par la protéine 
VDU2 (VHL-interacting deuniquitinating enzyme 2) (Li et al, 2005). 
Outre l’importance de l’hydroxylation des résidus prolines dans la reconnaissance de HIF-
a par pVHL, il existe d’autres modifications post-traductionnelles impliquées dans cette 
interaction. Le résidu lysine 532, présent dans le domaine ODDD peut être acetylé par la 
protéine acetyl-transférase ARD-1 (Arrest-defective-1), favorisant l’interaction de pVHL 
avec HIF-a. Bien que l’activité de ARD-1 ne soit pas modifiée par le niveau d’oxygène, le 
taux de son ARNm est réduit en condition hypoxique (Jeong et al, 2002).
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2. Régulation de l’activité transcriptionnelle ; importance de FIH :
Outre le rôle principal de l’oxygène dans la régulation de la stabilité de HIF-a, l’oxygène 
est également impliqué dans la régulation de l’activité transcriptionnelle des complexes 
HIFs (Figure 13). En effet, le TAD est impliqué dans le recrutement des cofacteurs de 
transcription permettant l’expression des gènes cibles de HIF. Or, ce domaine contient 
dans sa partie C-terminale (C-TAD) un résidu asparagine (N803 pour HIF-1a et N857 pour 
HIF-2a) qui peut être hydroxylé par la protéine FIH (Factor Inhibiting HIF) (Lando et al, 
2002a; Lando et al, 2002b). L’hydroxylation des ces résidus asparagine bloque le 
recrutement des cofacteurs de transcription tels que CBP/P300, SCR1, TIF2 ou encore 
Ref-1 entrainant ainsi une inhibition de l’expression des gènes cibles des facteurs HIFs. La 
protéine FIH, comme les PHDs, est une hydroxylase dont l’activité dépend du Fe(II) et de 
l’a-cétoglutarate mais son affinité pour l'oxygène est plus forte. Par conséquent, FIH 
permet d’inhiber l’activité transcriptionnelle des protéines HIFs qui auraient échappés au 
mécanisme de dégradation dépendent des PHDs lorsque la pression en oxygène diminue. 
Cependant, même lorsque le C-TAD est hydroxylé, le complexe HIF peut encore 
permettre la transcription de certains gènes cibles via son domaine N-TAD (Dayan et al, 
2006). Récemment, des souris n’exprimant pas la protéine FIH ont été générées et bien 
que ces souris soient viables, elles présentent différentes anomalies métaboliques (perte 
de masse graisseuse, hyperventilation, et hypersensibité à l’insuline) démontrant une 
implication de la protéine dans la régulation du métabolisme lipidique et dans la sensibilité 
à l’insuline (Zhang et al, 2010a). Finalement, il a été démontré que les facteurs HIF-1a et 
HIF-2a ne présentaient pas la même sensibilité vis-à-vis de l’hydroxylation par FIH : la 
protéine HIF-2a semble ainsi relativement insensible à cette modification certainement en 
raison des différences entre les deux domaines C-TADs (Bracken et al, 2006; Koivunen et 
al, 2004; Yan et al, 2007).
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Figure 17 : régulations de HIF dépendantes et indépendantes de l’oxygène. 
B. Régulation indépendante de l’oxygène :
" Bien que la régulation dépendante de l’oxygène soit le principal mécanisme de 
contrôle du taux des facteurs HIF-a, d’autres mécanismes régulant ce taux existent 
(Figure 16).
1. La protéine HAF :
Certaines protéines sont capables, comme pVHL, d’induire une ubiquitination de HIF-1a et 
ainsi conduire à sa dégradation. Koh et collaborateurs ont notamment mis en évidence 
l'existence d’une nouvelle E3 ubiquitine ligase spécifique de HIF-1a : la protéine HAF 
(Hypoxia Associated Factor). Cette protéine est présente dans les tissus en prolifération et 
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les tissus tumoraux mais n’est pas retrouvée au sein des tissus ne proliférant pas (Koh et 
al, 2008a; Koh & Powis, 2009). HAF favorise la dégradation de HIF-1a, mais n’a pas 
d’effet sur HIF-2a, et cela indépendamment de la présence de pVHL et du taux d'oxygène 
présent dans les tissus. 
2. Hsp90/RACK1 :
" La protéine Hsp90 (Heat Shock protein) appartient à la famille des protéines 
chaperonnes participant au repliement correct des protéines. Lors d’un choc thermique ou 
d’une modification des conditions physicochimiques (concentration en sels, pH...), les 
protéines chaperonnes vont permettre une conformation correcte des protéines en cours 
de synthèse et empêcher ainsi leur dégradation. En 1996, il a été montré que Hsp90 
pouvait interagir avec HIF-1a au niveau de son domaine PAS (Gradin et al, 1996) et 
favoriser sa stabilisation. En effet, l'inhibition de Hsp90 avec la geldanamycine et le 17-
allylaminogeldanamycine (17-AAG) entraîne une dégradation de HIF-1a par le 
protéasome même en absence de pVHL (Isaacs et al, 2002; Mabjeesh et al, 2002).
En 2007, Liu a mis en évidence un mécanisme de compétition entre les protéines RACK1 
et Hsp90 pour la fixation au niveau du domaine PAS de HIF-1a. La protéine RACK1 
(Receptor of Activated protein Kinase C) a initialement été identifiée comme une protéine 
d’accrochage de la PKC activée (Ron et al, 1994). Cette protéine a également été 
impliquée dans différents mécanismes comme l’assemblage du ribosome et la 
transduction de différents signaux intracellulaires (Ceci et al, 2003; McCahill et al, 2002). 
Suite à l'inhibition ou à une diminution du taux de Hsp90, la protéine peut se fixer au 
facteur HIF-1a et recruter un complexe ubiquitine ligase contenant les élongines C/B et 
ainsi induire sa dégradation par le protéasome (Liu et al, 2007; Liu & Semenza, 2007). 
Baek et col. ont de plus montré que cette interaction entre HIF-a et RACK1 était stabilisée 
par la protéine SSAT1 (Spermidine/Spermine N1-acetyl-Transferase-1) (Baek et al, 2007).
3. SHARP1 :
" La protéine SHARP1 (BHLHEA1 ou DEC2) est régulée par le suppresseur de 
tumeur p63 et serait impliquée dans l’inhibition et le contrôle du pouvoir invasif et 
métastatique des cancers du sein «triple-négatifs» (TNBC) (n’exprimant ni le récepteur 
aux œstrogènes, ni le récepteur à la progestérone ni le récepteur à l’EGF). Ces TNBC 
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sont parmi les cancers du sein les plus agressifs et les travaux récents de l’équipe de 
Piccolo ont montré que SHARP1 inhibait l’agressivité de ces cancers via l’inhibition de 
HIF-1a et HIF-2a. Dans cette étude, Montagner et coauteurs ont montré que l’expression 
de SHARP1 était inversement corrélée à l’expression des gènes cibles des facteurs HIFs. 
La protéine SHARP1 est en effet capable de se lier aux sous-unités HIF-a et d’entraîner 
leur dégradation par le protéasome. Cette dégradation étant indépendante du taux 
d’oxygène, de pVHL et de l’ubiquitination des sous-unités HIF-a (Montagner et al, 2012).
4. La SUMOylation :
" La SUMOylation est un mécanisme de modification post-traductionnelle très proche 
de l’ubiquitination puisqu’elle consiste en la liaison covalente d’une petite protéine 
d’environ 100 acides aminés, la protéine SUMO (Small Ubiquitine-like MOdifier), sur une 
lysine présente au niveau d’une séquence consensus (I/V/F/L)KXE. Les protéines SUMO 
sont au nombre de 3 (SUMO1-3) et sont impliquées dans la régulation de l'activité, de la 
stabilisation ou encore de l’adressage des protéines à certains compartiments cellulaires 
(Ulrich, 2009). Bien que différents travaux aient montré que les protéines HIF-1a et HIF-2a 
pouvaient être SUMOylées, les résultats divergent sur le rôle de cette modification post-
traductionelle. En effet, il a été montré que la SUMOylation de HIF-1a permettait d’une 
part, la reconnaissance de la protéine par pVHL, indépendamment de l’hydroxylation des 
résidus proline, entraînant son ubiquitination et sa dégradation (Cheng et al, 2007), et 
d’autre part une diminution de l’activité transcriptionnelle de HIF (Berta et al, 2007). Une 
étude plus récente a montré que la protéine HIF-2a pouvait également être sumoylée sur 
son résidu lysine 394 favorisant sa dégradation par le protéasome (van Hagen et al, 
2010). 
A l’inverse, d’autres études ont montré que la protéine RSUME (RWD-containing 
SUMOylation enhancer) interagissait avec HIF-1a pour favoriser sa SUMOylation avec 
pour conséquence une augmentation de la stabilisation et de l’activité transcriptionnelle de 
HIF (Bae et al, 2004; Carbia-Nagashima et al, 2007). 
5. S-Nitrosylation :
" La S-nitrosylation est une modification redox d’un résidu cystéine par le monoxyde 
d’azote (NO), impliquée dans la régulation de la stabilité et de l’activité de HIF-1a. Le CAD 
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contient un résidu cystéine (C800) (Figure 14) qui peut être nitrosylé. Cette modification 
peut avoir un effet positif ou négatif sur le recrutement des facteurs de transcription par 
HIFs. Yasinska et collaborateurs ont montré que cette modification stimulait le recrutement 
des facteurs de transcription tels que p300/CBP (Yasinska & Sumbayev, 2003). A  l’inverse, 
Cho et coauteurs ont montré en 2007 une diminution du recrutement de p300/CBP suite à 
la S-nitrosylation du résidu C800 (Cho et al, 2007). 
Le monoxyte d’azote est également impliqué dans la régulation de la stabilité de HIF-1a 
via la S-nitrosylation du résidu cystéine 530 présent au niveau de l’ODDD de la protéine 
(Figure 14). La modification de ce résidu a pour conséquence une diminution de 
l’interaction entre pVHL et HIF-1a et ainsi une augmentation de sa stabilité (Li et al, 2007). 
Le monoxyde d’azote va également réguler la stabilité de HIF-a positivement ou 
négativement. Le NO va, en normoxie, interagir avec les PHDs et inhiber leur activité en 
remplaçant l’oxygène nécessaire à l’enzyme pour son activité d’hydroxylation entrainant 
une stabilisation de HIF-a (Metzen et al, 2003b). A  l’inverse, une étude a démontré que le 
NO entraîne une diminution de la stabilité de HIF-1a (Sogawa et al, 1998). Une des 
hypothèses avancées pour expliquer ce mécanisme est que le NO inhibe la chaîne 
respiratoire de la mitochondrie en remplaçant l'oxygène, entraînant ainsi une redistribution 
et une augmentation locale de la concentration en oxygène avec pour conséquence la 
dégradation des HIF-a suite à la réactivation des PHDs (Hagen et al, 2003). 
6. Phosphorylation / Déphosphorylation :
" Les phosphorylations ont également été impliquées dans la régulation de la stabilité 
et de l’activité transcriptionnelle de HIF. Les sérine/thréonine kinases et phosphatases ont 
notamment été impliquées dans la régulation de la synthèse des sous unités HIF et de la 
capacité de fixation à l’ADN (Wang et al, 1995b). Ainsi, la voie des MAPK régule 
principalement l’activité transcriptionnelle des facteurs HIF. Différents travaux ont montré 
que les kinases de cette voie, notamment les protéines ERK/2, étaient capables de 
phosphoryler de manière directe les protéines HIF-a in vitro et in vivo (Richard et al, 1999; 
Sodhi et al, 2000). La phosphorylation de HIF va permettre son activation et l’expression 
de ses gènes cibles. En effet, l’inhibition des protéines ERK1/2 entraîne une diminution de 
l’activité transcriptionnelle de HIF-1 et la transfection de formes constitutivement actives 
de ERK1/2 entraîne une augmentation de l’activité de transcription sans modifier la 
capacité de fixation à l’ADN et la stabilité de HIF-1 (Richard et al, 1999). Une des 
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hypothèses permettant d’expliquer l’augmentation de l’activité transcriptionnelle est que 
l’affinité de HIF-1b est plus importante pour la forme phosphorylée de HIF-a (Suzuki et al, 
2001) et que la phosphorylation favorise le recrutement des facteurs CPB/p300 (Sang et 
al, 2003). Bien qu’il existe huit sites possibles de phosphorylation par la voie des MAPKs 
tous ne seraient pas impliqués dans cette régulation. Les résidus Ser 641 et 643 ont été 
identifiés par spectrométrie de masse comme cibles des MAPKs (Mylonis et al, 2006). Le 
résidu Thr 344 (Figure 14) présent dans le domaine CAD est également un site de 
phosphorylation critique pour l’activité de HIF-1 et HIF-2 (Gradin et al, 2002), néanmoins 
cette phosphorylation semble impliquer la caséine kinase II (Brahimi-Horn et al, 2005).
7. Régulation par les facteurs de croissance :
" Les facteurs de croissance et hormones sont capables, via leurs récepteurs à 
activité tyrosine kinase, d’activer les voies de signalisation PI3K/AKT et mTOR et ainsi 
entraîner une augmentation du taux de HIF-1a. Différents travaux ont ainsi montré que 
l’angiotensine II, l’EGF (Epidermal Growth Factor), l’héréguline, l’insuline, l’lGF1/2 
(Insuline like Growth Factor) et l’interleukine-1b étaient capables d’induire une expression 
de HIF-1a ou de réguler son activité (Semenza, 2002). 
L’héréguline, par exemple, est une hormone capable de se fixer sur son récepteur 
hétérodimérique HER2/3 (Human Epidermal Growth Factor) et d’induire ainsi une 
activation de la voie PI3K/AKT/mTOR. La protéine mTOR une fois activée va phosphoryler 
deux facteurs : les protéines p70S6K et 4E-BP1 (eIF-4E Binding Protein 1). Ces deux 
protéines sont des facteurs clefs de la traduction, puisque la p70S6K phosphorylée active 
la protéine ribosomale S6, la phosphorylation de la protéine 4E-BP1 va quant à elle 
entraîner une libération du facteur eIF-4E qui est un des régulateurs de la traduction cap-
dépendante (Hay & Sonenberg, 2004). Une étude réalisée dans la lignée de cancer du 
sein MCF-7, a montré que le traitement avec l’héréguline entraînait une augmentation de 
la synthèse de HIF-1a et que l’utilisation d’inhibiteur de la PI3K (wortmannin ou LY294002) 
et de mTOR (rapamycine) inhibe cette stimulation (Laughner et al, 2001). L’angiotensine II 
est une hormone peptidique capable d’induire une augmentation du taux de HIF1a dans 
certains types cellulaires. Pagé et coll. ont en effet montré que le traitement de cellules 
musculaires lisses vasculaires (VSMC) avec de l’angiotensine II entraîne une 
augmentation de l’ARNm de HIF-1a selon un mécanisme dépendant de la PKC mais 
également une stimulation de la traduction selon un mécanisme dépendant des espèces 
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réactives de l’oxygène et de la voie PI3K/p70S6K (Page et al, 2002). De plus, 
l’angiotensine II est également capable d’induire une stabilisation de HIF-1a suite à une 
augmentation de la génération de H2O2 (Page et al, 2008).
L’EGF et l’insuline sont également capables d’induire une augmentation de la traduction 
de HIF-1a selon un mécanisme similaire. En effet, le traitement de cellules de cancers 
ovariens ou de cancer de la prostate avec de l’EGF ou de l’insuline respectivement 
entraîne une augmentation du taux de H2O2 et une activation des protéines AKT et 
p70S6K entrainant ainsi une augmentation de la traduction du facteur HIF-1a (Liu et al, 
2006; Zhou et al, 2007).
8.Métabolites : 
Certains facteurs sont également capables d’induire une augmentation de la transcription 
de HIF-1a. C’est le cas notamment de l’AMP cyclique (AMPc) qui est capable de stimuler 
la transcription de HIF-1a grâce à l’activation du facteur MITF (Microphtalmia Associated 
Transcription Factor) dans des cellules de mélanomes (Busca et al, 2005). De manière 
similaire, le glucose est capable d’induire l’expression de HIF-1a via le facteur ChREBP 
(Carbohydrate Response Element Binding Protein) qui va induire une augmentation de la 
transcription de l’ARNm (Isoe et al, 2010).
Des travaux récents ont montré que le fer pouvait également réguler l’expression du 
facteur HIF-2a. En effet, les protéines IRP1 et IRP2 (Iron Responsive Element) sont 
capables de se fixer sur l'extrémité 5‘UTR de l’ARNm de HIF-2a et inhiber sa traduction. 
En présence de fer, les protéines IRP vont fixer cet ion métallique et perdre leur capacité 
d’inhibition de la traduction de HIF-2a, le facteur HIF-2 pourra ainsi induire l’expression de 
différents gènes impliqués dans le métabolisme et le transport du fer (Sanchez et al, 
2007a).
9. Les miRNA :
" Les microARN (ou miRNA) sont des petits ARNs non-codants d’environ 20 
nucléotides impliqués dans de nombreux mécanismes cellulaires. Ces ARNs sont 
capables de former des dimères avec leurs ARNm cibles et ainsi inhiber leur traduction ou 
même d’induire leur dégradation. Camps et coauteurs ont notamment mis en évidence 
leur rôle dans la réponse à l’hypoxie en montrant que miR-210 était surexprimé dans de 
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nombreux modèles tumoraux hypoxiques et que cette expression était dépendante de 
HIF-1 et indépendante de HIF-2 (Camps et al, 2008). D’autres études ont montré que 
HIF-1a était lui-même régulé au niveau post-transcriptionnel par différents miRNAs 
comme par exemple miR-20b dans les cancers du foie, du sein, de la prostate et certains 
mélanomes (Lei et al, 2009), miR-17-92 dans le cancer du poumon (Taguchi et al, 2008) et 
miR-519c qui en se fixant à l'extrémité 3’-UTR de l’ARNm de HIF-1a va inhiber sa 
transcription (Cha et al, 2010). Certains miRNAs sont également capables de réguler 
HIF-1a mais de manière indirecte : miR-199a est ainsi capable de diminuer l’expression 
de la protéine Sirt1 avec pour conséquence une augmentation du taux de la PHD2 et une 
diminution du taux de HIF-1a (Rane et al, 2009). De manière intéressante, une étude a 
montré que la sous-unité HIF-1b était également régulée par miR-107 qui en se fixant à 
l’extrémité 3’-UTR de son ARNm diminuait le taux de HIF-1b et donc une diminution de 
l’activité transcriptionnelle des facteurs HIFs (Yamakuchi et al, 2010).
C. Différences de régulation entre les protéines HIF-1a et HIF-2a :
" Bien que la majorité des mécanismes de régulation soient communs aux facteurs 
HIF-a, différentes études ont mis en évidence des voies de régulation propres à chacun 
des facteurs. Il a notamment été montré que HIF-2a était stabilisé à des concentrations en 
oxygène plus élevées que HIF-1a (2-5% versus 0-2%) dans plusieurs lignées cellulaires 
(Holmquist-Mengelbier et al, 2006; Li et al, 2009b; Nilsson et al, 2005). De plus, en 
condition d’hypoxie prolongée le taux de HIF-2a reste stable alors que celui de HIF-1a 
diminue, vraisemblablement en raison de la transcription d’un messager anti-sens qui va 
entraîner une dégradation de l’ARNm de HIF-1a (Holmquist-Mengelbier et al, 2006; 
Uchida et al, 2004). 
L’activité des facteurs HIF-a est également modulée par une famille de protéines dont 
l’activité de désacétylation dépend du statut redox de la cellule : les sirtuines. La sirtuine 1 
(SIRT1) est capable d’intéragir avec HIF-2a et de désacétyler un résidu lysine présent 
dans son domaine NTAD entrainant une augmentation de son activité transcriptionnelle in 
vivo et in vitro (Dioum et al, 2009). SIRT1 est également capable de désacétyler la 
protéine HIF-1a, mais à la différence de HIF-2a, cette modification entraîne une diminution 
de l’activité transcriptionnelle de la protéine (Lim et al, 2010). De la même façon, la sirtuine 
6 (SIRT6) est capable de désacétyler HIF-1a et de diminuer son activité transcriptionnelle 
entrainant une diminution du métabolisme glucidique de la cellule (Zhong et al, 2010). 
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Finalement, une étude a montré par expérience de double-hybride que le suppresseur de 
tumeur Int6 interagissait spécifiquement avec HIF-2a et que cette interaction permettait la 
dégradation de HIF-2a par le protéasome selon un mécanisme indépendant de l’oxygène 
et de pVHL (Chen et al, 2007). 
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IV. Rôles physiologiques et pathologiques des facteurs HIFs :
" Les facteurs de transcription HIF-1 et HIF-2 sont impliqués dans l’expression de 
nombreuses protéines impliquées dans de multiples processus biologiques tels que le 
métabolisme, l’angiogenèse, l’embryogenèse, la régulation du cycle cellulaire (Semenza, 
2009). Il faut noter que bien que la majorité des gènes cibles soient communs aux deux 
protéines, l’expression de certains de ces gènes n’est contrôlée que par HIF-1 ou HIF-2 
(Keith et al, 2011). En effet, bien que les séquences de ces deux protéines soient très 
proches, leurs domaines de transactivation diffèrent, leur conférant ainsi la capacité 
d’induire spécifiquement l’expression de certains gènes (Wenger, 2002) (Tableau Figure 
18). Le domaine N-TAD a ainsi été impliqué dans cette spécificité d’expression alors que 
le domaine C-TAD semble impliqué dans l’expression des gènes cibles communs aux 









SLC2A1 GLUT-1 Transport du glucose + +
PLIN2 ADRP Métabolisme lipidique + +
CA12 CAXII Régulation du pH + +
FLG Fillagrine Structure du cytosquelette + +
IL-6 Interleukine-6 Système immunitaire + +
ADM Adrénomedulline Angiogenèse + +
VEGFA VEGF-A Régulation de l’angiogenèse + +/-
BNIP3 BNIP3 Autophagie et apoptose + -
HK1 Hexokinase 1 Glycolyse + -
HK2 Hexokinase 2 Glycolyse + -
PFK Phosphofructokinase Glycolyse + -
ALDOA ALDA Glycolyse + -
PGK1 PGK1 Glycolyse + -
LDHA LDHA Glycolyse + -
NOS2 iNOS Production de NO + -
ABL2 ARG Inhibiteur de la production de NO - +
EPO Érythropoïetine Érythropoïèse - +
POU5F1 OCT4 Maintien des cellules souches - +
TFGA TGFa Facteur de croissance - +
CCND1 Cycline D1 Régulation du cycle cellulaire - +
DLL4 DLL4 Voie de signalisation NOTCH - +
ANGPT2 Angiopoïetine 2 Remodelage des vaisseaux 
sanguins - +
ADRP : adipose differentiation-related protein; ALDA : fructose-bisphosphate aldolase A; ARG : Abelson-related gene 
protein;  CA : carbonic anhydrase; DLL4 :  delta-like 4; GLUT1: glucose transporter 1; iNOS, inducible nitric oxide 
synthase; LDHA  : lactate dehydrogenase A; NO : nitric oxide; NOS : nitric oxide synthase; NSCLC : non-small-cell lung 
cancer; PGK1 : phosphoglycerate kinase 1; PLIN2 : perilipin 2; TGF : transforming growth factor; VEGFA : vascular 
endothelial growth factor A.  La transcription du VEGFA par HIF-2 est dépendante du modèle cellulaire.
Figure 18 : Gènes cibles communs ou spécifiques aux facteurs HIF-1 et HIF-2
(D’après Keith 2011)
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A. Développement et embryogenèse :
" L’embyogenèse a lieu chez les mammifères à des pressions relativement faibles en 
oxygène (de l’ordre de 1 à 5 %) (Dunwoodie, 2009). Très rapidement, lors du 
développement, la diffusion passive des nutriments et de l'oxygène va être limitée 
entraînant la mise en place de gradients de concentration. Ces gradients de concentration 
sont impliqués, suite à la stabilisation des facteurs HIFs, dans le développement correct 
de l’embryon. Le rôle primordial des facteurs HIFs a été mis en évidence par 
l'établissement de différents modèles animaux n’exprimant pas ces différentes protéines. 
1. HIF-1a :
" Il a été démontré que chez la souris, le taux d’expression de la protéine HIF-1a 
augmente au cours de l’embryogenèse entre les stades E8.5 et E9.5. Les souris hif1a-/- 
présentent un arrêt du développement au jour E8.5 et meurent au jour E10.5 en raison 
d’une défaillance vasculaire, de malformations cardiaques et nerveuses, et d’un défaut 
d’érythropoïèse. Les défauts vasculaires sont de plus associés à une diminution de la 
production de VEGF (Iyer et al, 1998; Ryan et al, 1998). Néanmoins, chez ces animaux, 
les malformations vasculaires apparaissent plus tardivement que chez les souris vegf-/- 
(E8.5 contre E9.5) (Carmeliet et al, 1996; Ferrara et al, 1996). Il semblerait donc que les 
souris hif1a-/- soient capables de produire assez de VEGF pour initier la vasculorigenèse, 
mais échouent à poursuivre la maturation du système vasculaire. Les souris hif1a+/-, 
quant à elles, sont capables de se développer normalement, mais ne sont pas capables 
de s’adapter correctement à une hypoxie chronique (Kline et al, 2002; Yu et al, 1999).
2. HIF-2a :
" Différentes équipes ont réussi à établir des modèles murins n’exprimant pas le 
facteur HIF-2a, mais les conséquences physiologiques de cette délétion semblent 
dépendre du fond génétique des souris utilisées. Ainsi, dans la majorité des cas, les 
embryons meurent entre les stades E9.5 et E16.5 en raison d’une bradycardie importante 
due à une diminution de la production de noradrénaline (Tian et al, 1998) ou encore en 
raison de défauts lors du développement du système vasculaire (Peng et al, 2000). 
Certaines équipes ont cependant réussi à produire des souris hif2a-/- «viables». 
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Néanmoins, ces souris meurent rapidement en raison d’un système respiratoire immature 
(Compernolle et al, 2002) ou quelques mois après la naissance en raison d’une 
défaillance des différents organes causée par une production excessive d’espèces 
réactives de l’oxygène (Scortegagna et al, 2003).
De plus, il est intéressant de noter que le remplacement par knock-in du gène de HIF-1a 
par celui de HIF-2a dans des embryons murins ne permet pas la survie de l’embryon 
(Covello et al, 2006) et cela en raison d’une surexpression du facteur de transcription 
OCT4, lequel est impliqué dans la régulation de la différentiation des cellules souches 
hématopoéïtiques (Covello et al, 2006). Ce travail a de plus mis en évidence le rôle non 
redondant de ces deux facteurs lors de l’embryogenèse.
Il faut signaler que de manière inattendue la délétion de l’homologue des protéines HIF-a 
chez la drosophile n’entraîne pas de létalité embryonnaire. Néanmoins, les drosophiles 
adultes possèdent un système respiratoire qui n’est que partiellement fonctionnel 
(Centanin et al, 2005).
3. HIF-1b :
" La délétion de la protéine HIF-1b entraîne quant à elle un retard du développement 
embryonnaire qui s’accompagne de défauts lors de la formation du système vasculaire et 
du placenta entrainant la mort de l’embryon au stade E10.5 (Maltepe et al, 1997).
4. Les PHDs :
" Certaines équipes ont également invalidé les différentes isoformes des PHDs dans 
des embryons murins afin de déterminer leur rôle lors de l’embryogenèse. Ainsi, il a été 
établi que les embryons phd2-/- présentent des défauts sévères lors de la formation du 
cœur et du placenta entrainant la mort de l’embryon entre les stades E12.5 et E14.5 
(Takeda et al, 2006). A l’inverse, les embryons phd1-/- et phd3-/- sont viables et ne 
présentent pas d’anormalités apparentes (Takeda et al, 2006). De plus, l’expression des 
PHD1 et 3 n’est pas à même de compenser la délétion de la protéine PHD2 soulignant le 
rôle clef de PHD2 et des facteurs HIF-a au cours du développement embryonnaire 
(Takeda et al, 2006).
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B. Métabolisme :
" En conditions d’hypoxie, les cellules sont amenées à modifier leur métabolisme afin 
de palier a la diminution du taux d’ATP due au manque d’oxygène qui est nécessaire aux 
réactions de phosphorylation oxydatives. En absence d’oxygène, les cellules orientent 
donc leur métabolisme vers des mécanismes de production d’ATP ne nécessitant pas 
d'oxygène tel que la glycolyse (Goda & Kanai, 2012). Le facteur HIF-1 est un acteur clef 
de ce « switch » métabolique puisque ce dernier contrôle l’expression de nombreux gènes 
impliqués dans le métabolisme glycolytique mais également dans le transport du glucose 
(Chen et al, 2001; Wenger, 2002) (Figure 19). De plus, la glycolyse entraîne une 
diminution du pH, acidification qui est compensée par l’expression d’anhydrases 
carboniques qui sont également des gènes cibles de HIF-1 (Wykoff et al, 2000). Parmi les 
enzymes de la glycolyse, la pyruvate déhydrogénase, dont l’expression est contrôlée par 
HIF-1, limite la formation d’acétyl-CoA à partir du pyruvate diminuant ainsi la 
consommation d’oxygène au niveau de la mitochondrie (Kim et al, 2006b; Papandreou et 
al, 2006). Lorsque HIF-1a est inhibé en condition hypoxique, on observe une génération 
importante d’acétyl-CoA et une activation du cycle de Krebs entrainant une augmentation 
de la génération d'espèces réactives de l'oxygène (Kim et al, 2006b; Zhang et al, 2008a). 
Le « switch » glycolytique permettrait donc également de limiter la production de ROS, 
due à une diminution de l'efficacité de la chaîne de transfert des électrons de la 
mitochondrie, limitant ainsi les dommages sur l’ADN et les autres biomolécules. 
Plus récemment, le facteur HIF-1 a également été impliqué dans la régulation de la voie 
des pentoses phosphates qui permet la transformation de certains métabolites 
intermédiaires de la glycolyse en ribose-5-phosphate, substrat pour la biosynthèse des 
acides nucléiques (Tong et al, 2009). Le facteur HIF-1 provoque ainsi une réorientation 
des métabolites vers la voie des pentoses phosphates permettant l’utilisation du glucose 
comme source d'énergie et comme précurseur pour la synthèse d’acides nucléiques 
(Zhao et al, 2010) (Figure 19).
Bien que la majorité des gènes impliqués dans le « switch » métabolique soient régulés 
par HIF-1 et non HIF-2, ce dernier joue néanmoins un rôle primordial dans la régulation du 
métabolisme (Hu et al, 2003; Raval et al, 2005). Il a en effet été démontré que ces deux 
facteurs étaient capables de moduler l’expression de certaines isoformes de la 
cytochrome oxydase c afin d’améliorer l’efficacité du transport des électrons au niveau de 
la chaîne mitochondriale (Gordan et al, 2007). Le facteur HIF-2a possède également 
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certaines cibles propres. HIF-2 contrôle par exemple l’expression de la SOD2 (Sodium 
Oxyde Dismutase), qui est une enzyme impliquée dans la protection des cellules au stress 
oxydatif (Scortegagna et al, 2003) mais aussi l’expression de la PDK4, qui comme la 
PDK1 (Pyruvate Dehydrogenase Kinase) va limiter la production d’acetyl-CoA et le 
fonctionnement du cycle de Krebs (Huang et al, 2002). Les lipides constituent une autre 
source importante d'énergie dans la cellule notamment par la b-oxydation, principale voie 
de dégradation des acides gras. En condition d’hypoxie, le métabolisme lipidique est lui 
aussi modifié : la b-oxydation va être inhibée alors que le stockage des lipides sera 
augmenté (Bostrom et al, 2006; Whitmer et al, 1978) (Figure 19). Une étude récente a 
démontré le rôle de HIF-2a dans la régulation du métabolisme lipidique : une activation 
constitutive du facteur HIF2 conduit en effet à une diminution de la b-oxydation et à une 
augmentation du stockage des lipides au niveau du foie entrainant une sténose hépatique 
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C. Système vasculaire : 
" Nous avons déjà vu que les facteurs HIFs étaient impliqués dans la mise en place 
du système vasculaire lors de l’embryogenèse (Dunwoodie, 2009). Mais ces facteurs sont 
également impliqués dans le maintien du système vasculaire chez l’adulte notamment 
dans le cas de certaines pathologies (infarctus du myocarde, hypertrophie cardiaque...).
Ainsi, la néo-angiogenèse est un processus complexe impliquant de nombreux gènes dont 
l’expression est augmentée en condition d’hypoxie (Bunn & Poyton, 1996; Forsythe et al, 
1996; Levy et al, 1995). Parmi eux, le VEGF dont l’expression est régulée par les facteurs 
HIF-1 et HIF-2 (Hu et al, 2003; Manalo et al, 2005), est considéré comme l’acteur principal 
de l’angiogenèse suite au recrutement et la stimulation de la prolifération des cellules 
endothéliales au niveau des zones hypoxiques (Conway et al, 2001). Le VEGF entraîne 
ainsi une augmentation de la densité vasculaire et une diminution de la distance de 
diffusion de l’oxygène. De plus, HIF-1a est également impliqué dans le contrôle de la 
tension vasculaire via la régulation de l’expression de différentes protéines telles que la 
NOS2 (Nitric Oxyde Synthase) (Melillo et al, 1995), l’endotheline 1 (Hu et al, 1998) et 
l’heme oxygenase (Lee et al, 1997).
Le facteur HIF-1a est aussi impliqué dans de multiples pathologies telles que 
l’hypertrophie cardiaque (Sano et al, 2007), l'infarctus du myocarde (Heinl-Green et al, 
2005), l’hypervascularisation rétinienne (Jiang et al, 2009; Yoshida et al, 2010) et les 
processus de cicatrisation de la peau, notamment chez les sujets atteints de diabète 
(Botusan et al, 2008; Mace et al, 2007).
Le facteur HIF-1a a également été impliqué dans les processus de néo-angiogenèse 
permettant la reperfusion des zones hypoxiques suite à un événement d'ischémie. Ainsi, 
dans un modèle d'ischémie induite par la ligation de l'artère fémorale, on observe chez 
des souris HIF-1a+/-, une diminution d’induction de la protéine HIF-1a avec pour 
conséquence une diminution de l’expression des facteurs proangiogéniques et une 
diminution de la reperfusion du membre par rapport aux souris exprimant HIF-1a (Bosch-
Marce et al, 2007). La surexpression de HIF-1a permet également une protection des 
tissus suite à un infarctus myocarde (Shohet & Garcia, 2007) ou une attaque cérébrale 
(Ratan et al, 2007). A l’inverse, l'inhibition de HIF-1a entraîne une augmentation de la 
perte tissulaire dans les mêmes conditions (Ratan et al, 2007; Shohet & Garcia, 2007). Le 
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facteur HIF-2a serait, quant à lui, impliqué dans les mécanismes de néovascularisation 
dans le cas de rétinopathies (Dioum et al, 2008).
Lors de la néo-angiogenèse, un type cellulaire est particulièrement impliqué : les cellules 
endothéliales, principal type cellulaire constituant la paroi des vaisseaux sanguins. 
Différents travaux se sont attachés à étudier comment les cellules endothéliales 
répondaient à l'hypoxie pendant la néo-angiogenèse et quels étaient les rôles des facteurs 
HIF-a dans ces processus. Il a ainsi été montré que l’induction du facteur HIF-1a en 
hypoxie était capable d’induire la réorganisation des cellules endothéliales pour former 
des microtubules (Yamakawa et al, 2003). De plus, l’étude de souris portant une délétion 
spécifique de HIF-1a dans les cellules endothéliales a mis en évidence des défauts de 
croissance des vaisseaux sanguins en réponse à l'hypoxie dans ce modèle (Tang et al, 
2004). Il est important de noter que ces cellules endothéliales HIF-1a -/- ne produisent 
plus de VEGF et n’expriment plus le VEGFR2, cela pouvant expliquer leurs capacités 
prolifératives et migratoires limitées en condition hypoxique.
HIF-2a est quant à lui fortement exprimé par les cellules endothéliales au cours de 
l’embryogenèse (Ema et al, 1997) et les souris portant une délétion de HIF-2a dans les 
cellules endothéliales montrent des défauts dans le maintien de l’intégrité du système 
vasculaire (Ema et al, 1997). De plus, les vaisseaux sanguins sont plus petits et 
présentent une ouverture luminale plus faible (Skuli et al, 2009) ainsi q’une nécrose plus 
importante des tissus suite à un événement ischémique (Skuli et al, 2012). En outre, ces 
cellules montrent des défauts d’adhésion cellulaire, laissant penser que HIF-2a est 
fortement impliqué dans la formation de vaisseaux sanguins fonctionnels (Skuli et al, 
2009).
D. Cancer et tumorigenèse :
" Nous avons vu que les facteurs HIF-a étaient impliqués dans les processus tels 
que l’embryogenèse, la régulation du métabolisme et le maintien du système vasculaire. 
De nombreux travaux ont également permis de définir les facteurs HIF-a comme des 
cibles thérapeutiques pour le traitement du cancer. En effet, les facteurs HIFa sont 
surexprimés dans de nombreux cancers et cette surexpression est corrélée à un mauvais 
pronostic et à un échec de la radio- et chimiothérapie (Semenza, 2010). Divers 
mécanismes sont impliqués dans l’augmentation du taux des facteurs HIFa lors de la 
tumorigenèse. D’une part, la prolifération rapide des cellules tumorales et la mauvaise 
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architecture du système vasculaire tumoral entraînent la formation de zones hypoxiques 
au sein de la tumeur permettant la stabilisation des sous-unités HIF-a. D’autre part, 
l’augmentation du taux des facteurs HIF-a peut également être due à une perte de 
fonction de certains gènes suppresseurs de tumeurs (pVHL, PTEN, p53) (Kaelin, 2008; 
Zundel et al, 2000) ou à l’inverse être due à l’activation de certaines voies oncogéniques 
(PI3K/AKT, Ras) notamment en réponse aux facteurs de croissance (Gerald et al, 2004; 
Jiang et al, 2001; Majumder et al, 2004). Différentes études ont par ailleurs montré que les 
facteurs HIFs étaient impliqués dans de nombreux aspects du cancer tels que 
l’angiogenèse (Lee et al, 2009b; Liao & Johnson, 2007), le maintien des cellules souches 
cancéreuses (Barnhart & Simon, 2007; Suda et al, 2011; Wang et al, 2011), la régulation 
du métabolisme (Kim et al, 2006b; Papandreou et al, 2006), la production de facteurs de 
croissance (Franovic et al, 2007; Lau et al, 2009), la transition épithélio-mésenchymateuse 
(Mak et al, 2010; Wu et al, 2011), les pouvoirs invasif et métastatique (Krishnamachary  & 
Semenza, 2007; Liao et al, 2007; Wong et al, 2011) et la résistance aux traitements 
(Moeller et al, 2007; Rohwer & Cramer, 2011). Nous décrirons ici plus précisément 
l'implication des facteurs HIFs dans la régulation des capacités invasives et métastatiques 
des cellules cancéreuses ainsi que dans la régulation de l’angiogenèse tumorale.
1. Métastase et invasion :
" La transition épithélio-mesenchymateuse (TEM) des cellules tumorales est une 
étape critique de la tumorigenèse liée à l’apparition de métastases et d’une maladie plus 
agressive. La TEM se caractérise notamment par une diminution de l'adhérence entre les 
cellules mais également par une augmentation de leur capacité migratoire (Thiery et al, 
2010). Les facteurs HIFs via le contrôle de l’expression de différentes protéines telles que 
la E-cadherine, la lysyl oxydase, la CXCR4 et SDF-1 (Stromal-derived factor-1) sont 
impliqués dans cette transformation. 
La E-cadherine est une protéine clef de la régulation du potentiel métastatique des 
cellules. Il s’agit en effet d’une protéine régulant l'adhésion entre les cellules et qui est 
capable de stimuler des signaux anti-prolifératifs par son interaction avec la b-caténine 
(Buda & Pignatelli, 2011). Différentes études ont ainsi montré que l’inhibition de la E-
cadherin augmentait le potentiel métastatique des cellules et qu’à l’inverse la 
surexpression de la protéine par des cellules tumorales limite le pouvoir invasif des 
cellules. Plus récemment, il a été démontré que les facteurs HIFs étaient capables de 
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diminuer l’expression de la E-cadherine dans des modèles de cancer ovarien et rénaux 
(Esteban et al, 2006; Imai et al, 2003), et cela en stimulant l’expression des facteurs Snail 
et SIP1 qui sont connus pour être des répresseurs de la E-cadhérine (Evans et al, 2007). 
Les facteurs HIFs jouent également un rôle dans la dissémination métastatique par 
l’augmentation de l’expression de la protéine LOX. En effet, cette protéine est impliquée 
dans la formation de la matrice extracellulaire et son activation augmente le pouvoir invasif 
des cellules tumorales (Rodriguez et al, 2008). Il a récemment été démontré que la 
protéine LOX était une cible directe des facteurs HIFs et que l’inhibition de LOX était 
suffisante pour prévenir la migration des cellules et l’apparition de métastases induites par 
l’hypoxie à la fois in vitro et in vivo (Erler et al, 2006). 
Pour finir, les facteurs HIFs sont également capables de réguler l’expression de la 
chimiokine SDF-1 et de son récepteur CXCR4 dans différents types cellulaires tels que les 
cellules endothéliales ou des cellules issues de glioblastomes, de cancers pulmonaires et 
de cancers rénaux (Phillips et al, 2005; Staller et al, 2003; Zagzag et al, 2006), favorisant 
ainsi la migration des cellules tumorales vers leur site métastatique (Arya et al, 2007). 
2. L’angiogenèse tumorale : 
" Dans les tumeurs, la distance intercapillaire est plus importante que dans les tissus 
sains, limitant ainsi la diffusion des nutriments et de l’oxygène jusqu’aux cellules tumorales 
(Carmeliet & Jain, 2011). Le phénomène de néovascularisation est donc crucial pour le 
développement de la tumeur. La capacité des cellules tumorales à induire les processus 
de néo-angiogenèse est appelé le «switch angiogénique». Au cours de ce «switch», les 
cellules tumorales vont produire, grâce à la stabilisation des facteurs HIFs, différents 
facteurs pro-angiogéniques tels que le VEGF et ses récepteurs, le PAI-1 (plasminogen 
activator inhibitor 1), les angiopoïétines 1 et 2, le PDGF-b (patelet-derived growth factor -
b) mais aussi les métallo-proteases 2 et 9 (MMP2/9) (Carmeliet & Jain, 2011). La 
production de ces facteurs permettra de déplacer l’équilibre entre les molécules anti et 
pro-angiogéniques en faveur de ces derniers, stimulant ainsi la formation de nouveaux 
vaisseaux (Hanahan et al, 2000). Différents travaux ont ainsi montré que l’inhibition du 
facteur HIF-1a était capable de diminuer de manière importante la vascularisation 
tumorale et ainsi inhiber la croissance de la tumeur chez la souris (Lee et al, 2009a; Lee et 
al, 2009b). De la même manière, le facteur HIF-2a a également été impliqué dans la 
néoangiogenèse tumorale notamment dans le cas des cancers rénaux dans lequel HIF-2a 
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jouerait un rôle plus important que HIF-1a (Raval et al, 2005). Covello et al ont de plus 
montré que la surexpression de HIF-2a par les cellules endothéliales entraîne la formation 
de tumeurs de taille plus importante et plus fortement vascularisées que dans les modèles 
ne surexprimant pas HIF-2a (Covello et al, 2006). L’ensemble de ces résultats démontre 
l'intérêt de cibler les facteurs HIF-a dans le cadre des thérapies anti-cancéreuses. 
Le maintien d’un système vasculaire fonctionnel repose un équilibre précis entre les 
facteurs proangiogéniques (en vert) et antiangiogéniques (en rouge). Dans le cas de 
certains pathologies tel que le cancer, cet équilibre peut être déregulé en faveur des 
facteurs proangiogéniques. 
Figure 20 : Concept de normalisation vasculaire
En effet, les cellules tumorales peuvent produire des nombreux facteurs angiogéniques 
entraînant la formation d’un système vasculaire anormal et inefficace. L’utilisation d’agents 
anti-angiogéniques permettent ainsi de rééquilibrer la balance entre les facteurs pro- et 
anti-angiogéniques entraînant ainsi une normalisation du système vasculaire. Cette 
normalisation vasculaire se traduit par une augmentation de la perfusion et une meilleure 
distribution des traitements. A  l’inverse, un traitement prolongé ou excessif par des agents 
anti-angiogéniques peut conduire à une destruction du système vasculaire empêchant 
ainsi la distribution des nutriments et/ou agents thérapeutiques au sein de la tumeur. 
Il faut néanmoins noter, que cette normalisation vasculaire n’est que transitoire et que le 
systéme vasculaire revient anormal après une « fenêtre de normalisation vasculaire ».












 L'inhibition des facteurs HIFs permettrait notamment de rééquilibrer la balance entre les 
facteurs pro- et anti-angiogéniques entrainant ainsi une normalisation des vaisseaux 
(Carmeliet & Jain, 2011; Goel et al, 2011; Jain, 2005) avec pour conséquence une 
amélioration de l’efficacité des différents traitements en augmentant l’oxygénation et le 
transport des chimiothérapies au niveau de la tumeur (figure 20).
V. Hypoxie : les facteurs HIFs comme cibles thérapeutiques dans le cancer :
" Nous avons vu que l’hypoxie et plus particulièrement les facteurs HIFs étaient 
impliqués dans l’activation de différents mécanismes responsables de la progression 
tumorale et de la resistance des cellules aux thérapies. L’importance de ces facteurs HIFs 
a ainsi conduit à la mise au point de différentes stratégies visant à inhiber ces facteurs ou 
à utiliser l’hypoxie afin de potentialiser l’efficacité des traitements anti-cancéreux (figure 
22). 
"
A. Cibler l’hypoxie :
" Bien que l’hypoxie soit caractéristique des tumeurs solides, elle constitue 
également un moyen de cibler spécifiquement des cellules tumorales. Différentes 
stratégies visant spécifiquement les tissus hypoxiques ont ainsi été mises au point. 
1. Pro-drogues cytotoxiques :
" Le principe de cette stratégie repose sur l’utilisation de pro-drogues non toxiques 
qui seront activées en condition d’hypoxie en drogue active généralement par un 
mécanisme de réduction.
" " " Tirapazamine
Il s’agit de la première cytotoxine à agir spécifiquement en hypoxie et possédant une 
activité antitumorale à avoir été mise en évidence (Brown, 1993). En effet, en condition 
d’hypoxie, cette tirapazimine (TPZ) est réduite pour former une forme radicalaire de la TPZ 
(TPZ•). La TPZ• forme ensuite un radical libre OH• ou une forme radicalaire de la 
benzotriazinyl (BTZ•) (figure 21). A l’inverse, en présence d'oxygène la forme TPZ• est 
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rapidement oxydée par une molécule de dioxygène pour reformer la TPZ empêchant ainsi 
la formation de la forme active de la TPZ. Il a été montré que l’effet toxique de la forme 
radicalaire de la TPZ (ou de la BTZ) était due à la formation de cassure double brins de 
l’ADN selon un mécanisme dépendant de la topoisomérase II (Peters & Brown, 2002). Des 
études ont montré que la TPZ était capable d’améliorer l'efficacité de la chimiothérapie et 
radiothérapie in vivo (Brown, 1993). Ces résultats ont été confirmés par des études 
cliniques ayant démontré que le traitement combiné avec la TPZ et le cisplatine permettait 
l’augmentation de la survie de patients atteint d’un cancer pulmonaire (von Pawel et al, 
2000). De la même manière, l’utilisation de la TPZ en combinaison avec le cisplatine et la 
radiothérapie permet d’augmenter le taux de survie à trois ans sans récidive de patients 
atteints d’un cancer de la tête et du cou de grade III/IV (Rischin et al, 2005). Néanmoins, la 
TPZ possède différents effets indésirables puisqu’elle provoque notamment une forte 
neutropénie (Melillo, 2007). De plus, la concentration en oxygène nécessaire pour inhiber 
son activation est relativement élevée ce qui entraîne une activation de la TPZ dans 
certains tissus faiblement oxygénés tels que la moelle osseuse, la rétine et le foie 
(Jameson et al, 2010).
La tirapazamine (TPZ), suite à sa réduction par une réductase à un électron, forme un radical libre (TPZ•). 
La TPZ• se dégrade spontanément pour former un radical hydroxyle (OH•) et un radical benzotriazinyl 
(BTZ•). Ces deux composés sont capables d’endommager la topoisomérase II et d’induire des cassures 
doubles-brins. 
Figure 21 : mécanisme d’activation de la Tirapazamine
" " " AQ4N
Le composé AQ4N est une anthraquinone qui est également une pro-drogue activée en 
hypoxie selon un mécanisme similaire à celui décrit pour la TPZ. La réduction des deux 
groupements amines de la molécule va permettre la formation de AQ4 qui est un 
intercalant de l’ADN et un inhibiteur de la topoisomérase II. En effet, la réduction de la 
AQ4N permet le démasquage du site de fixation de la molécule à l’ADN (Figure 22) 







cytochromes P450 qui sont surexprimés dans certains cancers (Patterson et al, 2002; 
Patterson, 2002; Patterson & Murray, 2002). De plus, des études réalisées in vivo ont 
montré que le AQ4N était capable d’améliorer l’efficacité de la chimio- et de la 
radiothérapie dans différents modèles tumoraux (Patterson et al, 2000). 
Le AQ4N est réduit par l’ajout de deux électrons par le CYP3A (cytochrome P450 3A) pour former le produit 
AQ4 qui est un intercalant de l’ADN ainsi qu’un inhibiteur des topoisomérases.  
Figure 22 : mécanisme d’activation du AQ4N
" " " NLCQ-1
La molécule de NLCQ-1 est composée de deux groupements fonctionnels : d’une part un 
groupement chloroquinoline qui permet de cibler l’ADN et d’autre part un groupement 2-
nitroimidazole. Ce dernier groupement est libéré lors de la réduction de la pro-drogue et va 
exercer son effet toxique suite à la formation de cassures doubles brins (figure 23). Bien 
que ce composé ne soit actif que sur les cellules en division, il possède une demi-vie 
relativement longue lui permettant de persister, le temps que les cellules entrent en 
division (Papadopoulou et al, 2000). Des études précliniques réalisées chez la souris ont 
montré que ce composé était également capable d’améliorer l’efficacité des différentes 
thérapies (Lunt et al, 2010; Papadopoulou et al, 2007).
La réduction du NLCQ-1 entraîne la formation d’une moitié 2-nitroimidazole qui va réagir avec l’ADN et induit 
des dommages.  











" " SN 23862:
Le SN 23862 est un composé de la famille des moutardes azotées de type 
dinitrobenzamide. Ce composé, à la différence de la tirapazamine, n’est réduit qu’à des 
concentrations en oxygène très faibles limitant ainsi son activation au niveau des tissus 
sains (Wilson et al, 2007). Lors de la réduction du composé au niveau de son groupement 
amine, on observe une redistribution des électrons le long du cycle aromatique pour 
former la molécule bioactive (Figure 24) (Siim et al, 1997).
La réduction du SN 23862 va augmenter fortement sa réactivité. Cette moutarde azotée pourra une fois 
activée réagir avec l’ADN et induire des dommages.  
Figure 24 : mécanisme d’activation du SN 23862
" " " PR-104 : 
Comme le SN 23862, ce composé appartient à la famille des moutardes azotées de type 
dinitrobenzamide. Il comporte un groupement ester phosphate qui est rapidement 
hydrolysé dans l’organisme pour former l’alcool correspondant (PR-104A). Le PR-104A est 
capable de pénétrer dans les tissus hypoxiques plus efficacement que la TPZ et sa 
réduction nécessite des concentrations en oxygène dix fois inférieures (Hicks et al, 2007). 
La réduction par la cytochrome oxydase P450 du PR-104A va permettre la formation d’une 
amine et une hydrolamine (PR-104M et PR-104H respectivement). Ce sont ces deux 
composés qui sont biologiquement actifs et sont capables d’induire la formation d’adduits 
sur l’ADN (Figure 25) (Gu et al, 2009; Singleton et al, 2009). Des études réalisées in vivo 
ont montré que le PR-104 possède une activité anti-tumorale en combinaison de la radio 
et la chimiothérapie mais également en monothérapie (Patterson et al, 2007). De plus une 
étude clinique de phase I a montré que l’administration de PR-104 en intraveineuse était 





Structure de la pré-drogue le PR-104 et son métabolite PR-104A qui est un alcool. Le PR-104 est activé par 
réduction pour former le PR-104H et le PR-104M. Ces deux métabolites sont des moutardes azotées 
capables d’interagir avec l’ADN et d’induire des dommages.
Figure 25 : mécanisme d’activation du SN 23862
2. Bactéries anaérobies :
" Une autre approche visant à cibler l’hypoxie intratumorale repose sur l’utilisation de 
bactéries anaérobies qui peuvent exercer directement une activité anti-tumorale ou servir 
de vecteur pour l’expression d’enzymes nécessaires à l’activation de pro-drogues (Jain, 
2001; Lemmon et al, 1997; Liu et al, 2002). Les bactéries sont ainsi injectées sous la 
forme de spores inactives qui se développeront seulement au niveau des zones d’hypoxie. 
Des études ont notamment été réalisées avec des bactéries de la famille des Clostridium. 
La souche C. Oncolyticum, qui est capable d’induire la lyse des cellules tumorales, a ainsi 
été génétiquement modifiée afin d’exprimer l’enzyme cytosine désaminase. Cette enzyme 
est capable de convertir la 5-fluorocytosine, non toxique, en 5-fluorouracil qui possède une 
activité anti-cancéreuse. Cette approche a démontré son efficacité dans in vivo chez la 
souris (Liu et al, 2002).
Dang et coll. ont également une souche de C. novyi n’exprimant plus sa toxine (C. Novyi-
NT) mais ayant conservé son activité lytique sur les cellules tumorales (Dang et al, 2001). 
Cette même souche a également capable d’augmenter la libération de doxorubicine 
encapsulée dans des liposomes au niveau de la tumeur. Cette approche a permis 
d’obtenir une diminution significative de la croissance tumorale in vivo (Cheong et al, 
2006).
3. Thérapie génique :
" La thérapie génique permet, notamment grâce à l’utilisation de particules virales, de 







protéines cytotoxiques ou permettant l’activation de pro-drogues. Néanmoins, une des 
limites de cette technique est la difficulté de ne cibler que les cellules tumorales. Une des 
approches utilisées pour palier à ce problème repose sur l’utilisation de promoteurs 
permettant l’expression des gènes seulement par les cellules tumorales. Nous avons vu 
que les facteurs HIFs étaient particulièrement exprimés dans les tumeurs et que leur 
activité transcriptionnelle dépendait de leur fixation au niveau des séquences HRE. Afin 
d’exploiter cette particularité, différents travaux ont porté sur l’utilisation de vecteurs viraux 
contenant une séquence HRE dans leur promoteur (Greco & Dachs, 2001; Shibata et al, 
1998; Shibata et al, 2002). Ces vecteurs permettent ainsi de limiter l’expression des 
protéines cytotoxiques ou des enzymes permettant l’activation des pro-drogues au niveau 
des cellules tumorales (Patterson et al, 2002; Shibata et al, 2002). 
B. Stratégies ciblant les facteurs HIFs :
1. Inhibiteurs régulant le taux des facteurs HIFs :
Les taux des facteurs HIFs peuvent être contrôlés à différents niveaux. Les stratégies 
d’inhibition des HIFs peuvent avoir pour but de bloquer la synthèse de l’ARN messager, la 
traduction de l’ARNm ou encore stimuler la dégradation des protéines (Figure 23).  
" " " Inhibiteurs de l’expression de l’ARNm.
Le EZN-2968 est un oligonucléotide antisens ciblant spécifiquement l’ARNm de HIF-1a 
entraînant la dégradation de l’ARNm et une diminution du taux de la protéine. Il a été 
montré que cette approche permettait une diminution du taux de l’ARNm, de la protéine 
ainsi que de l’expression des gènes cibles de HIF-1 à la fois in vitro et in vivo 
(Greenberger et al, 2008). De plus, l’administration du EZN-2968 in vivo permet d’inhiber 
la croissance tumorale dans un modèle de xénogreffe de cancer prostatique. Finalement, 
les essais cliniques de phase I ont montré que l’administration de ce composé était bien 
toléré et que l’activité anti-tumorale était observée chez certains patients (Greenberger et 
al, 2008). 
L’aminoflavone (AF) est la forme active de la pro-drogue AFP-464 et est un ligand du 
récepteur arylhydrocarbone (AhR). Ce composé est capable d’inhiber partiellement la 
107
synthèse de l’ARNm de HIF-1a mais bloque totalement l’expression de la protéine 
suggérant qu’une action à la fois sur la stabilité et la traduction de l’ARNm. Bien que le 
mécanisme de régulation de HIF-1a par l’AF ne soit pas encore clairement identifié, il 
semble néanmoins indépendant du récepteur AhR. Ce composé est actuellement en essai 
de phase I dans le cas de cancers métastatiques (Terzuoli et al, 2010).
" " " Inhibiteurs de la traduction
Inhibiteurs des topoisomérases: le topotecan, analogue de la camptothecine, est un 
inhibiteur de la topoisomérase I actuellement utilisé en traitement de première ligne dans 
le cas de cancer ovarien ou pulmonaire. Une étude de criblage à haut débit a permis de 
mettre en évidence que cet inhibiteur était capable d’inhiber l'accumulation de HIF-1a 
(Rapisarda et al, 2002). Bien que l’effet toxique du topotecan soit dû à la formation de 
cassures double brin de l’ADN, il semblerait que la régulation de HIF-1a soit indépendante 
de la formation de ces dommages à l’ADN (Rapisarda et al, 2004a). Des études réalisées 
in vivo ont montré que l’administration journalière de topotecan permettait une diminution 
de l’expression de HIF-1a, de l’angiogenèse et de la croissance tumorale dans un modèle 
de gliome (Rapisarda et al, 2004b). De plus, un effet antitumoral synergique a été observé 
lors d’un traitement combiné avec le bevacizumab (anticorps bloquant du VEGF) ou la 
radiothérapie (Rapisarda et al, 2009). 
La capacité d’inhiber la traduction de HIF-1a semble partagée par l’ensemble des 
inhibiteurs des topoisomérases I et II. Ainsi le EZN-2208, un dérivé de l’Irinotecan est 
capable d’inhiber l’accumulation de HIF-1a et est capable d'inhiber la croissance tumorale 
in vivo. De la même manière, le NSC-644221, qui est un inhibiteur de la topoisomérase II 
est capable d’inhiber la traduction de HIF-1a de manière dose dépendante (Creighton-
Gutteridge et al, 2007).
 
Inhibiteurs de la voie mTOR : la voie mTOR est connue pour être impliquée dans la 
régulation de la traduction de HIF-1a notamment en réponse aux facteurs de croissance. 
Différents inhibiteurs de mTOR utilisés en clinique, tels que le temsirolimus (CCI-779) (Del 
Bufalo et al, 2006; Wan et al, 2006), l’everolimus (RAD-001) (Motzer et al, 2008) ou la 
rapamicine (Majumder et al, 2004), ont démontré leur efficacité dans l’inhibition de la 
traduction de HIF-1a. Des études cliniques de phase III ont montrés que le CCI-779 en 
monothérapie augmentait significativement la survie des patients atteint de cancers 
108
rénaux avancés en comparaison de l’interféron a (Motzer et al, 2002). Une autre étude de 
phase III utilisant le temsirolimus en combinaison avec l’interféron a a permis à la FDA 
(Food and Drug Administration) d’approuver l’utilisation de cet inhibiteur pour le traitement 
des cancers rénaux avancés en 2007 (Hudes et al, 2007). De la même manière, 
l’everolimus a également été préconisé pour le traitement des cancers rénaux 
métastatiques grâce à une étude ayant montré que l’administration d’everolimus 
augmentait la survie sans récidive chez des patients atteints de cancer rénaux 
métastatiques (Motzer et al, 2008). Finalement, l’everolimus a également été autorisé pour 
le traitement de cancer du sein avancé suite à l’étude de phase III BOLERO-2 (Baselga et 
al, 2012).
 
Inhibiteurs ciblant les microtubules : des études ont montré que certains composés ciblant 
les microtubules étaient capables de diminuer l’expression de HIF-1a. Le 2-
methoxyestradiol (2ME2) est un métabolite des oestrogènes capable de provoquer la 
dépolymérisation de la tubuline induisant ainsi un arrêt du cycle cellulaire. Récemment, il a 
été montré que le 2ME2 est capable d’inhiber la traduction de HIF-1a, sa translocation 
dans le noyau ainsi que l’expression du VEGF (Mabjeesh et al, 2003). De plus, le 2ME2 
ainsi que d’autres inhibiteurs des microtubules tels que la vincristine, le paclitaxel et le 
taxotère en plus d’inhiber la traduction de HIF-1a, diminuent également la croissance et la 
vascularisation tumorale (Mabjeesh et al, 2003). Récemment, une étude a montré que 
l’inhibition de la traduction de HIF-1a suite à la déstabilisation des microtubules serait la 
conséquence d’un arrêt du transport de l’ARNm vers les polysomes actifs (Carbonaro et 
al, 2011).
Les glycosides cardiotoniques sont une autre famille capable de réguler la traduction de 
HIF-1a. La digoxine a notamment été identifiée par criblage en tant d’inhibiteur de la 
traduction de HIF-1a selon un mécanisme indépendant de mTOR. Initialement utilisée 
pour le traitement d’insuffisances ou d'arythmies cardiaques, la digoxine inhibe la 
croissance tumorale dans des modèles de xénogreffes de cancer prostatique (Zhang et al, 
2008b).
Le PX-478 (S-2-amino-3-[40-N,N,-bis(2-chloroethyl)amino] phenyl propionic acid N-oxide 
dihydrochloride ) est un dérivé de l’agent alkylant melphalane (Lee & Kim, 2011). Ce 
composé est capable d’inhiber l’accumulation de HIF-1a, ainsi que son activité 
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transcriptionnelle et l’expression du VEGF dans de nombreuses lignées tumorales selon 
un mécanisme indépendant de pVHL et p53 (Welsh et al, 2004). Le PX-478 en plus 
d’inhiber la traduction de HIF-1a, est également capable d’inhiber la déubiquitination de la 
protéine favorisant sa dégradation mais également de diminuer la synthèse de l’ARNm de 
HIF-1a (Koh et al, 2008b). Le PX-478 a également démontré une activité tumorale in vivo 
dans des modèles de xénogreffes de tumeurs résistantes en corrélation avec le niveau 
d’expression de HIF-1a au sein de la tumeur (Welsh et al, 2004).
Inhibiteurs des thioredoxines: les thioredoxines sont de petites protéines redox jouant le 
rôle d’antioxydant et retrouvées dans la majorité des organismes (Ray et al, 2012). La 
thioredoxine-1 est fréquemment surexprimée dans les tumeurs et son expression est 
corrélée à une augmentation de l’expression de HIF-1a et de ces gènes cibles (Welsh et 
al, 2002). Deux inhibiteurs de la thiorédoxine-1, le PX-12 et la pleurotine, sont capables 
d’induire une diminution du taux de HIF-1a et de ces gènes cibles dans différentes lignées 
tumorales in vitro et in vivo (Welsh et al, 2003). Les résultats obtenus avec le PX-12 ont 
conduit à la mise en place d’un essai clinique de phase II qui a cependant été arrêté en 
raison de l'absence d'efficacité apparente chez les patients atteints d’un cancer du 
pancréas (Ramanathan et al, 2011). Deux autres inhibiteurs de la thioredoxine-1, le 
AJM290 et le AW464, sont capables d’inhiber la fixation à l’ADN et l’activité 
transcriptionnelle des facteurs HIFs. Mais de manière paradoxale, ces deux molécules 
induisent une augmentation du taux de HIF-1a et HIF-2a en inhibant leur dégradation 
(Jones et al, 2006). 
Le YC-1 est un composé activant la guanylate cyclase soluble (sGC) et augmentant le 
taux de GMP cyclique (GTPc) intracellulaire initialement utilisé en tant qu’inhibiteur de 
l’agrégation des plaquettes et comme vasodilatateur (Chun et al, 2004). Le YC-1 est 
capable d’inhiber la stabilisation de HIF-1a et l’expression de ces gènes cibles in vitro 
selon un mécanisme indépendant du taux du GTPc (Chun et al, 2001). Il est également 
capable d’induire une diminution de la croissance tumorale, du taux de HIF-1a, de la 
densité vasculaire et de l’expression du VEGF dans des modèles de xénogreffes (Yeo et 
al, 2003). Le YC-1 est de plus capable de stimuler la dégradation de HIF-1a (Kim et al, 
2006a) et d’inhiber le recrutement de p300 par HIF-1a (Li et al, 2008b).
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" " " Inhibiteurs régulant la dégradation
Inhibiteurs de Hsp90: La protéine Hsp90 fait partie de la famille des protéines 
chaperonnes. La Hsp90 participent à la conformation, la localisation et la fonction correcte 
de nombreuses protéines dont des facteurs de transcription et des protéines de 
signalisation (Neckers, 2007). La stabilité de HIF-1a serait également affectée par Hsp90. 
En effet, l’inhibition de Hsp90 par la galdanamycine entraîne une ubiquitination de HIF-1a 
et sa dégradation par le protéasome selon une voie indépendante du protéasome dans 
des lignées de RCC (Isaacs et al, 2002) et de cancer prostatique (Mabjeesh et al, 2002). 
De plus, l'inhibition de Hsp90 entraîne une mauvaise conformation des sous-unités HIF-a 
qui ne peuvent plus se lier à HIF-1b inhibant ainsi l’activité transcriptionnelle des facteurs 
HIFs (Hur 2002). Certains analogues de la galdanamycine tels que le 17-AAG (17-N-
allylamino-17-demethoxygeldanamycin) et la 17-DMAG (17-dimethylaminoethylamino-17-
demethoxygeldanamycin) sont actuellement en essais cliniques de phase II et I 
respectivement (Neckers, 2006; Neckers, 2007). 
Inhibiteurs des HDAC: les Histones déacétylases (HDAC) sont une famille de protéines 
capable de déacétyler de manière réversible les résidus lysine de différentes protéines 
(Pan et al, 2012). Les HDAC, comme leur nom l’indique, sont capables d’acétyler les 
histones régulant ainsi la condensation de l’ADN et l’expression. Les HDACs sont 
également impliquées dans la stabilité et la fonction de certaines protéines tels que les 
facteurs HIF-a (Ellis et al, 2009; Kong et al, 2006). Ainsi l’utilisation d’inhibiteurs des 
HDAC, tels que le LAQ824, conduit à la dégradation de HIF-1a selon un mécanisme 
dépendant de p53 et pVHL (Qian et al, 2006). A l’inverse, l’acétylation de HIF-1a par 
ARD-1 au niveau du C-TAD permet une augmentation de l’activité transcriptionnelle (Fath 
et al, 2006).
Les anti-oxydants tel que l’ascorbate (vitamine C) et le NAC (N-acétyl Cysteine) sont 
capable de limiter la formation d’espèces réactives de l’oxygène et ainsi stimuler l’activité 
des PHDs. Certains travaux ont ainsi montré que ces composés étaient capable d’induire 
une dégradation de HIF-a selon un mécanisme dépendant des PHD2, de pVHL et du 
protéasome (Gao et al, 2007).
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2. Inhibiteurs de la liaison à l’ADN : 
Nous avons vu que la fixation des facteurs HIFs sur leurs séquences consensus HRE est 
nécessaire à leur activité. L'inhibition de ce mécanisme permettrait donc de bloquer 
l’activité des facteurs HIFs. 
Les anthracyclines telles que la doxorubicine (DXR) et la daunorubicine (DNR) sont des 
agents utilisés intercalants de l’ADN utilisés en chimiothérapie. Ces composés sont 
capables d’inhiber l'activité transcriptionnelle de HIF-1 et HIF-2 en bloquant leur fixation 
sur les HRE. De plus, la DXR et la DNR sont capables d’inhiber la croissance et la 
vascularisation tumorale in vivo (Lee et al, 2009a).
L’échinomycine est un peptide cyclique antibiotique de la famille des quinoxalines, isolé de 
Streptomyces echinatus , qui possède la capacité de se fixer spécifiquement sur certaines 
séquences de l’ADN (Van Dyke & Dervan, 1984). Des expériences d’ELISA (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay) et d’EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay) ont montré 
que l’échinomycine inhibait la fixation de HIF-1 sur ses séquences HRE, mais 
n'empêchait pas la fixation de AP-1 ou de NF-kB sur leurs séquences cibles. De plus, ce 
composé inhibe l’expression des gènes cibles de HIF-1 dans différentes lignées tumorales 
(Kong et al, 2005). 
Les polyamides sont des séquences oligomériques contenant des acides aminés pouvant 
cibler et inhiber spécifiquement l’expression de certains gènes (Dervan & Edelson, 2003). 
Certains polyamides ont notamment été synthétisés afin de cibler les séquences HRE 
présentes sur l’ADN et ainsi inhiber la fixation des facteurs HIFs et l’expression de ces 
gènes cibles (Olenyuk et al, 2004). 
3. Inhibiteur de la dimérisation :
La dimérisation des facteurs HIFs implique les domaines PAS-A et PAS-B présents au 
niveau de l’extrémité N-terminale des sous unité HIF-a et HIF-b. L’acriflavine, initialement 
utilisé comme agent anti-bactérien, est capable de se fixer aux domaines PAS-B de 
HIF-1a et HIF-2a et bloquer ainsi la dimérisation avec HIF-1b et la transcription des gènes 
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cibles. L’acriflavine est capable, in vivo, d’inhiber la croissance et la vascularisation 
tumorale (Lee et al, 2009b).
4. Inhibiteurs de l’activité transcriptionnelle :
La chetomine est un composé antibactérien isolé du champignon Chaetomium. Des 
études de criblage ont mis en évidence la capacité de cette molécule à inhiber l’interaction 
entre les facteurs HIFs et p300 (Kung et al, 2004). L’administration régulière de chetomine 
entraîne une diminution de l’expression des gènes induits en hypoxie et inhibe la 
croissance tumorale dans des modèles de xénogreffes (Kung et al, 2004). Cependant, en 
raison de sa toxicité son développement a été interrompu (Onnis et al, 2009). 
L’inhibition du protéasome par le bortezomib entraîne une augmentation du taux de 
HIF-1a en normoxie (Salceda & Caro, 1997). Mais de manière paradoxale, les protéines 
ainsi stabilisées sont transcriptionnellement inactives (Kaluz et al, 2006). En effet, même à 
de faibles concentrations, le bortezomib est capable de bloquer l’interaction entre HIF-1a 
et p300 en favorisant la fixation de FIH-1 sur HIF-1a (Shin et al, 2008). Il faut noter que les 
concentrations de bortezomib  nécessaires à l'inhibition de l’activité transcriptionnelle de 
HIF sont inférieures à celles nécessaires à l’inhibition du protéasome, suggérant que l’effet 
observé sur l’activité de HIF est indépendant de l'inhibition du protéasome (Shin et al, 
2008). De plus, une étude récente a montré que le bortezomib en inhibant les voies PI3K/
Akt/mTOR et MAPK était également capable de réduire l’expression de HIF-1a (Befani et 
al, 2012). 
L'amphotéricine B est un antifongique de la famille des polyènes, extrait de Streptomyces 
nodosus. Une étude a montré que ce composé était capable d’inhiber l’activité 
transcriptionnelle de HIF-1, sans affecter l’expression de la protéine ni sa localisation 
cellulaire. L’amphotéricine B bloquerait l’expression des gènes cibles de HIF-1 en 







































Il a largement été démontré, ces dernières années, que les tumeurs solides sont exposées 
au stress hypoxique. La formation de zones hypoxiques résulte d’un taux de prolifération 
cellulaire important combiné avec la formation d’un système vasculaire qui est 
structurellement et fonctionnellement anormal. En conséquence de quoi, les cellules 
tumorales hypoxiques qui continuent à proliférer, sont associées un phénotype plus invasif 
et agressif. De plus, ces cellules sont généralement résistantes aux thérapies 
conventionnelles tels que la radiothérapie (Moeller et al, 2007) et la chimiothérapie 
(Rohwer & Cramer, 2011). Au centre de la majorité de ces réponses, les facteurs de 
transcription induits en hypoxie (HIF) jouent un rôle clef dans de nombreux aspects 
cruciaux de la biologie du cancer (Semenza, 2012). Les facteurs HIFs sont des 
hétérodimères constitués d’une sous-unité a instable (HIF-a) et d’une sous-unité b stable 
(HIF-b) qui se lient à des séquences spécifiques de l’ADN : les séquences HRE (Hypoxia 
Response Element). En normoxie, les facteurs HIF-a sont soumis à une régulation 
impliquant leur hydroxylation sur des résidus proline et asparagine conservés. Cette 
hydroxylation conduit à leur ubiquitination et leur dégradation par le protéasome selon un 
mécanisme dépendant de la protéine pVHL (von Hippel-Lindau protein). A de faibles 
concentrations en oxygène ou dans les cellules ne possédant pas de pVHL fonctionnel 
(tels que les cellules issues de carcinomes rénaux ou de tumeurs caractéristiques de la 
maladie de Von Hippel-Lindau), HIF-a n’est pas dégradée et l’activité transcriptionnelle de 
HIF est induite. Il existe trois isoformes de HIF-a, néanmoins HIF-1α et HIF-2α ont été les 
plus étudiées. L’augmentation du taux des facteurs HIF-a conduit à la stimulation de 
protéines impliquées dans l’angiogenèse (Liao & Johnson, 2007), le métabolisme 
anaérobie (Brahimi-Horn et al, 2011) et de nombreux mécanismes de survie (Majmundar 
et al, 2010). Néanmoins, bien que leurs séquences soient très similaires et qu’ils soient 
capables d’induire en hypoxie l’expression de gènes communs, HIF-1α et HIF-2α 
possèdent une distribution tissulaire différente et des gènes cibles propres à chaque 
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isoforme (Keith et al, 2012). De nombreuses études immunohistochimiques réalisées sur 
des tumeurs humaines ont montré une surexpression des deux isoformes dans de 
nombreux cancers (Rankin & Giaccia, 2008). De plus, des études ayant montré 
l’importance de l’expression de HIF dans le contrôle de la survie des tumeurs ont fait des 
facteurs HIFs des cibles thérapeutiques intéressantes pour le traitement du cancer (Onnis 
et al, 2009). 
La sphingosine 1-phosphate (S1P) est une molécule de signalisation impliquée dans de 
nombreux processus biologiques fondamentaux tels que la prolifération cellulaire, la 
migration, l’invasion, l’angiogenèse, la maturation vasculaire et la circulation des 
lymphocytes (Spiegel & Milstien, 2003; Spiegel & Milstien, 2011). De nombreux travaux 
ont démontré le rôle clef de la S1P dans la régulation de processus physiopathologiques 
(Leong & Saba, 2010). La balance entre les taux intracellulaires de S1P et ses 
précurseurs métaboliques (céramide et sphingosine) permet de contrôler le devenir de la 
cellule en favorisant la survie ou la mort cellulaire (Cuvillier et al, 1996). Un des acteurs 
clef de ce biostat sphingolipidique est la sphingosine kinase-1 (SphK1), qui phosphoryle la 
sphingosine et forme la S1P. Une fois générée, la S1P peut agir de manière (1) 
extracellulaire via sa fixation à un des cinq récepteurs spécifiques couplés aux protéines G 
(RCPG), nommés S1PR1-5, pour activer de manière autocrine ou paracrine différentes 
voies de signalisation; ou (2) intracellulairement en se fixant sur différentes protéines et 
modifiant leur fonction (Maceyka et al, 2012). De manière importante, la production de 
S1P ainsi que ces effets cellulaires peuvent être bloqués par l’inhibition de l’expression de 
la SphK1 ou de son activité enzymatique démontrant le rôle clef de la SphK1 dans les 
effets de la S1P. De nombreuses études ont montré l’importance de la SphK1 lors de 
l’oncogenèse, faisant de cette kinase une cible d'intérêt dans le traitement du cancer. 
Depuis la mise en évidence de son caractère oncogénique, l’expression de la SphK1 a été 
trouvée comme étant augmentée dans de nombreuses tumeurs solides, de plus la 
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surexpression de la SphK1 dans les glioblastomes et le cancer du sein est corrélée avec 
une diminution de la survie des patients (Cuvillier et al, 2010b). D’autre part, les 
traitements radio-thérapeutiques et chimio-thérapeutiques sont capables d’induire une 
diminution de l’activité de la SphK1 dans de nombreuses lignées cellulaires et modèles 
animaux. A l’inverse, des travaux réalisés dans des lignées chimio et/ou radio-résistantes 
ont montré que ces cellules présentaient une forte activité de la SphK1 et que cette 
activité serait responsable de la résistance des cellules aux différents traitements (Cuvillier 
et al, 2010b). 
Les adénocarcinomes rénaux (RCC) font partis des principales causes de décès, des 
suites d’un cancer dans le monde, et leur incidence est en augmentation (Rini et al, 2009). 
Les carcinomes rénaux à cellules claires (clear cell renal carcinoma ou ccRCC) sont les 
plus fréquents des cancers rénaux. Ces tumeurs agressives sont fortement vascularisées 
et sont responsables de la majorité des décès suite à un cancer du rein (Kaelin, 2007). 
Les ccRCC  répondent peu aux chimiothérapies classiques et sont fortement résistantes 
aux radiations ionisantes. Les ccRCC sont caractérisées par la perte de fonction du gène 
suppresseur de tumeurs pVHL qui présente une mutation somatique chez 80 % des 
patients (Nickerson et al, 2008). Une des conséquences connue de la perte de pVHL est 
la stabilisation des facteurs HIFs et l’induction de leurs gènes cibles qui stimulent 
notamment l’angiogenèse permettant ainsi d’apporter les nutriments nécessaires à la 
croissance tumorale (Gossage & Eisen, 2010). De nombreux arguments ont confirmé 
l’importance des facteurs HIFs et plus particulièrement de HIF-2α, dans les ccRCC. A ce 
jour, HIF-2α a été retrouvé dans tous les ccRCC  alors que HIF-1α n’est pas retrouvé dans 
la plupart de ces tumeurs (Gordan et al, 2008; Maxwell et al, 1999; Shen et al, 2011). De 
plus, dans ces lignées, seul HIF-2α, serait nécessaire et suffisant pour induire la 
croissance tumorale (Kondo et al, 2003; Kondo et al, 2002; Maranchie et al, 2002; Zimmer 
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et al, 2004). En raison de ce rôle essentiel de HIF-2α dans les ccRCC, l’inhibition de 
HIF-2α dans ces tumeurs apparaît comme une stratégie pertinente. 
Lors de nos travaux antérieurs, nous avons montré pour la première fois que la SphK1 
pouvait réguler l’accumulation de HIF-1α en hypoxie dans différentes lignées cellulaires 
(Ader et al, 2008a). Réalisée dans cinq modèles tumoraux différents, notre étude 
suggérait un rôle canonique de la SphK1 dans l’adaptation des cellules tumorales à 
l’hypoxie. Dans notre modèle, la dégradation de HIF-1α stimulée par l’inhibition de SphK1 
était contrôlée par le protéasome selon un mécanisme dépendant de pVHL. Par ailleurs, 
une étude a suggéré que la SphK1 pouvait être un gène cible de HIF-2 (Anelli et al, 2008). 
Néanmoins, aucune étude ne s’est intéressée à l’effet de l’inhibition de la SphK1 sur le 
taux de HIF-2α dans les cellules tumorales. 
En considérant le rôle clef de HIF-2α dans les tumeurs et plus particulièrement dans 
les RCC, ce travail s’est attaché à déterminer si la SphK1 était capable de réguler la 
protéine HIF-2α comme cela est le cas pour HIF-1α (Ader et al, 2009; Cuvillier & 








I Lignées cellulaires et conditions de culture : 
" A - Lignées cellulaires : 
La majorité des expériences présentées ont été réalisées dans différentes lignées 
cancéreuses issues de cancer du rein à cellules claires (RCC). La lignée CAKI-1 est issue 
d’une métastase de peau d’un carcinome à cellules claires (Fogh 1978). La lignée A498 a 
été établie à partir de la tumeur primaire d’un carcinome rénal (Giard 1973). La lignée 786-
O a quant à elle été isolée à partir de la tumeur primaire d’un adénocarcinome rénal 
(Williams 1976). Une des caractéristiques de ces deux dernières lignées est de ne pas 
exprimer le gène suppresseur de tumeur pVHL (von Hippel-Lindau protein). La perte 
d’expression de ce gène qui peut être due à une mutation germinale et/ou somatique se 
traduit par une prédisposition à l’apparition de certains cancer.
Les cellules PC3 ont été établies à partir d’une métastase osseuse d’un homme de 62 ans 
atteint d’un adénocarcinome prostatique de grade IV (Kaighn 1979). La lignée A549 est 
issue d’un carcinome alvéolaire pulmonaire (Lieber 1976). Finalement, la lignée U87 est 
issue d’une lignée astrocytaire dérivant d’un gliome malin de grade IV (Ponten 1968).
" B - Conditions de culture : 
L’ensemble des lignées sont cultivées dans du milieu RPMI1640 contenant du Glutamax ® 
(équivalent à la Glutamine) supplémenté avec 10 % de sérum de veau fœtal 
décomplémenté. Elles sont maintenues à 37 °C, en atmosphère humide enrichie en CO2 
(95 % air - 5 % CO2). Pour les expériences réalisées en hypoxie, les cellules sont placées 
dans un incubateur à hypoxie (InVivo2 400, Ruskinn), dont l’atmosphère ne contient que 
0,1 % d’oxygène (95 % azote - 5 % CO2 - 0,1 % O2). Le milieu de culture est fourni par 
Lonza et le sérum de veau fœtal par Perbio .
" C - Traitements des cellules
" " 1 - Transfection siRNA:
Les cellules ont été transfectées transitoirement par des ARNs doubles brins dirigés 
spécifiquement contre les séquences de l’ARNm des différentes protéines inhibées: 
SiSphK1: 5’-GGG CAA GGC CUU GCA GCU CdTdT-3’, SiPLD1 : 5’-AAG GAA ACC UAG 
UAA CUG AGC-3’, SiPLD2 : 5’-AAU GGG GCA GGU UAC UUU GCU-­‐3’ ou par une 
séquence contrôle (scramble) ne reconnaissant aucune séquence d’ARNm présent dans 
la cellule. Les transfections sont réalisées grâce à la Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen) 
selon les recommandations du fournisseur. 
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" 2 - Inhibiteurs : 
" NAC ou N-acetylcystéine : il s’agit d’un composé jouant le rôle d’un anti-oxydant. 
En effet, il s’agit d’un dérivé de la cystéine qui est un des précurseurs du glutathion. Le 
glutathion est un tripeptide impliqué dans les mécanismes de détoxification et d'élimination 
des espèces réactives de l’oxygène. La solution stock à 1M est préparée au dernier 
moment, en raison de l’instabilité de la molécule, dans une solution de Tris-HCl dont le pH 
est ajusté à 7 après dissolution du NAC. 
" Catalase : la catalase est une enzyme présente chez l’ensemble des organismes 
exposés à l’oxygène. Elle catalyse la décomposition du péroxyde d’hydrogène, qui est une 
espèce réactive de l’oxygène, en eau et en oxygène. La solution stock à 2 500 unités/ml 
est préparée dans une solution de KH2PO4 à 50mM pH=7.
" Butan-1-ol : le butan-1-ol est un alcool primaire de formule brute C4H10O. Le 
butanol est utilisé comme inhibiteur des phospholipases D. Il est utilisé à une 
concentration finale de 0,8 % après déprivation des cellules. 
" MG-132 (ou N-(benzyloxycarbonyl)leucinylleucinylleucinal): il s’agit d’un petit 
peptide ( Z-Leu-Leu-Leu-CHO ) qui est un inhibiteur spécifique du protéasome. La solution 
stock à 10mM est préparée dans du DMSO et stockée à - 20 °C. 
" Cycloheximide : est un antifongique produit par Streptomyces griseus utilisé en tant 
qu’inhibiteur de la traduction dans les cellules eucaryotes. La solution stock à 100 mg/ml 
est préparée dans du DMSO et stockée à - 20 °C. 
" Sphingosine kinase inhibitor (SKi ou 2-(p-hydroxyanilino)-4-(p-chlorophenyl) 
thiazole) : inhibiteur non-compétitif possèdant une IC50 égale à environ 500 nM (French et 
al, 2003). La solution stock a été préparée à 10 mM dans du DMSO puis conservée à 
-20°C
II - Protocoles expérimentaux : 
" A - Analyse de l’expression protéique par western-blot :
Après traitement, les cellules sont lavées avec du PBS froid puis centrifugées à 600g 
pendant 10min à 4 °C. Les culots cellulaires sont ensuite resuspendus dans un volume de 
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tampon de lyse correspondant au double du volume du culot. La composition du tampon 
de lyse dépend de la protéine étudiée (tableau 1 et tableau 2). 
Les cellules sont ensuite lysées dans la glace pendant 20 min en vortexant régulièrement. 
Les lysats sont ensuite récupérés par centrifugation (10 min à 16 000 g, 4 °C). La 
concentration en protéines des différents échantillons a été déterminée selon la méthode 
de Bradford grâce au kit «Biorad Assay» (figure 4). Des quantités égales de protéines sont 
ensuite séparées par migration à 90 V sur gel SDS/PAGE à 10 % (composition tableau 3) 
et transférées sur membrane de nitrocellulose à 250 mA pendant 90 min. Après transfert, 
la membrane est saturée dans une solution de TBS Tween 0,1% contenant 5% de lait. 
Produit Concentration finale
Tris HCl pH=7,5 500 µL à 1M 50 mM
Triton X-100 100 µL 0,1 %
EDTA 100 µL à 0,5 M 5 mM
H2O qsp 100 mL
(conservation à 4°C)
Ajoutés extemporanément :
Orthovanadate de sodium 0,1M 1mM (1/100ème)
Inhibiteurs de protéases 1/100ème 
Tableau 1 : tampon de lyse HIF
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Produit Concentration finale
NaCl 0,7 g 120 mM





NaF 1 M 10mM (1/100ème)
Inhibiteurs de protéases 1/100ème 
Tableau 2 : tampon de lyse protéines phosphorylées
Gel de migration 10% Gel de concentration (4%)
H2O 4,17 mL 6,17 mL
Acrylamide 30% 3,33 mL 1,33 mL
Tris/SDS pH 8,8 (4x) 2,5 mL /
Tris/SDS pH 6,8 (4x) / 2,5 mL
APS 10% 75 µL 75 µL
Temed 10 µL 10 µL
Tableau 3 : composition des gels d’acrylamide
Les membranes sont ensuite incubées avec l’anticorps primaire dirigé contre la protéine 
d'intérêt (tableau 5), sous agitation. Après trois lavages de 5 minutes avec du TBS 
contenant 0,1 % de Tween (TBS-T0,1%), la membrane a été incubée pendant 1 heure 
avec l'anticorps secondaire couplé à la péroxydase puis lavée 4 fois pendant 5 minutes au 
TBS-T0,1%. La révélation a été réalisée par chimioluminescence à l'aide d'un kit ECL 
Pierce.
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La méthode de Bradford est une méthode colorimétrique permettant le dosage des 
protéines. Cette approche mise évidence pour la première fois par Marion Bradford en 
1976 repose sur l’utilisation du bleu de Coomassie. 
Figure 4 : Structure de la molécule de bleu de Coomassie
Ce composé est en effet capable de se complexer avec les acides aminés aromatiques 
(tryptophane, tyrosine et phénylalanine) ainsi que les acides aminés hydrophobes 
(glycine, valine, alanine, leucine, isoleucine, proline) se qui entraîne une modification du 
maximum d’absorbance de la molécule. En effet, sur sa forme «libre» le bleu de 
Coomassie présente une coloration rouge/verte et absorbe les ondes lumineuses entre 
465 et 470 nm. Une fois complexé avec les acides aminés le composé devient bleu et 
présente un pic d’absorption à 595 nm.
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" B - Dosage de l’activité enzymatique de la SphK1 :
Le principe du dosage de l'activité enzymatique de la SphK1 repose la quantification de la 
S1P radiomarquée (S1P*) produite selon la réaction suivante : 
La S1P* ainsi générée est séparée par chromatographie sur couche mince puis visualisé 
par autoradiographie et quantifiée par un compteur à scintillation.
" " 1 - Préparation des échantillons : 
Après traitement les cellules sont lavées au PBS 1X froid et récupérées par grattage dans 
du PBS 1X froid. Les cellules sont ensuite centrifugées à 600g pendant 10 min à 4 °C. Le 
culot cellulaire est ensuite repris dans 150µL de tampon de lyse (cf composition tableau 
6). La lyse s'effectue grâce à 5 cycles de congélation dans l’azote liquide (-192 °C) et 
décongélation dans l’eau (température ambiante). Les lysats cellulaires sont ensuite 
obtenue par une centrifugation de 10 min à 16 000g à 4 °C. La concentration en protéines 
des différents échantillons a été déterminée selon la méthode de Bradford grâce au kit 
«Biorad Assay».
Produit Concentration finale
Tris/HCl pH 7,4 2mL à 0,1M 20mM
Glycérol 2mL 20 %
b-mercaptoéthanol 10µL à 14,3M 1mM
EDTA 100µL à 100mM 1mM
NaF 300 µL à 0,5M 15mM
4-déoxypyrodoxine 100µL à 50mM 0,5mM
b-glycérophosphate 200µL à 2M 40mM
Na3VO4 100µL à 0,1M 1mM
H2O qsp 10mL
Ajoutés extemporanément :
PMSF 10µL à 0,1M 1mM
Anti-protéases 1/100ème 
Tableau 6 : composition du tampon de lyse activité SphK1
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" " 2 - Réaction enzymatique :
La réaction enzymatique est réalisée avec 150µg de protéines en présence de 10 μL de 
sphingosine à 1mM, et de 10 µL d’un mélange comprenant l’ATP froid à 20 mM, du MgCl2 
à 400mM et l’ATPγ [P32] (1µCi) dans un volume final de 180µL.
" - Préparation de la sphingosine à 1mM (pour 10 échantillons) : 2µL de sphingosine 
à 50 mM dans de l’éthanol. Après évaporation de l’éthanol, la sphingosine est 
resuspendue dans 100 µL de triton X-100 à 5% puis soniquée 5 min.
" - Préparation du mélange d’ATP (pour 10 échantillons) : 10 µL d’ATP froid (non 
radioactif) à 200mM dans l’HEPES, 4 mg de MgCl2 et 10 µL d’ATPγ [P32] 
Après 30 min d’incubation à 37 °C, la réaction est arrêtée par l’addition de 20µL d’HCl 1N.  
" " 3 - Séparation des phases organique et aqueuse :
La S1P[P32] est ensuite récupérée grâce à l’ajout 800 µL de CHCl3/MeOH/HCl (100:200:1) 
dans chaque tube, puis une centrifugation de 10 min à 600 g. La phase inférieure 
contenant la S1P[P32] est ensuite récupérée puis lavée par l’addition de 240µL de CHCl3 
et 240µL de KCl 2N, suivie d’ une centrifugation de 10 min à 600 g. La phase organique 
inférieure est finalement prélevée et évaporée sur la nuit.
" " 4 - Séparation des lipides par chromatographie sur couche mince :
Chaque échantillon est ensuite resuspendu dans 30µL d’une solution de CHCl3/MeOH 
(2:1) puis déposé sur une plaque de silice G60 (VWR, Fontenay-sous-bois, France). La 
plaque a ensuite été placée dans une cuve en verre contenant l’éluant composé de 1-
butanol/méthanol/acide acétique/eau (80:20:10:20). Après 3 heures de migration, la 
plaque de silice est séchée puis placée dans une cassette avec un film 
autoradiographique durant une nuit. L’autoradiographie permet de mettre en évidence les 
zones contenant la S1P radiomarquée. La silice contenant la S1P[P32] est ensuite 
récupérée par grattage, puis la radioactivité est mesurée grâce à un compteur à 
scintillation. 
" " 5 - Détermination de l’activité enzymatique : 
L’activité de la SphK1 correspond à l’activité spécifique de l’enzyme c’est à dire la quantité 
de produit formée par unité de temps par mg d’enzyme. L’activité de la SphK1 est donc 
exprimée en picomoles de S1P générées par minute par milligrammes de protéines.
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La quantité de S1P [P32] formée correspond à la radioactivité réelle de l'échantillon (cpm 
échantillon - cpm blanc) normalisée par la quantité d’ATP[P32] par rapport à la quantité 
d’ATP «froid».
L’activité spécifique est ensuite exprimée en picomoles de S1P générée par mg de 
protéines par min (pM/mg/min) grâce à la formule suivante : 
" C - Dosage de l’activité de la phospholipase D :
Le dosage de l’activité enzymatique de la phospholipase D (PLD) repose sur la capacité 
de l’enzyme à transférer le groupement phosphatidyl issu de l’hydrolyse de la 
phosphatidylcholine sur les alcools primaires (ici le butanol) 
" " 1 - Traitement des cellules :
Les cellules sont ensemencées dans des plaques 6 puits. Le lendemain, de l’acide 
palmitique radiomarqué est ajouté dans le milieu à une concentration finale de 0,5 µCi/mL. 
Cet acide palmitique permet le marquage des différents lipides et notamment de la 
phosphatidylcholine. Le marquage des cellules dure une nuit à 37° C.
" " 2 - Réaction enzymatique :
Le lendemain, les cellules sont rincées avec du milieu contenant 0,2 % de BSA afin 
d'éliminer l'excès de radioactivité qui n’a pas été incorporé par les cellules. Puis les 
cellules sont déprivées en sérum durant 3 heures. 
Afin de débuter la réaction, le butanol est ajouté dans le milieu à une concentration finale 
de 0,8%. Le temps de réaction est de 30 min à 37 °C. 
" " 3 - Extraction lipidique : 
Après 30 min de réaction, les cellules sont rincées au PBS froid. Les cellules sont lysées 
par grattage dans 2 x 500µL de méthanol froid. L’extraction lipidique est ensuite réalisée 
en plusieurs étapes et débute par l’ajout de 500µL de chloroforme suivi d’une incubation 
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de 10 min à 4 °C  puis de 10 min à 40 °C. Puis 500 µL de chloroforme et 900 µL d’une 
solution de KCl 2M/HCl 0,2M sont ajoutés. Les tubes sont ensuite centrifugés 5 min à 
600g puis la phase aqueuse (supérieure) est aspirée afin de ne conserver que la phase 
organique (inférieure). 
" " 4 - Chromatographie sur couche mince et mesure de la radioactivité :
Afin de mesurer la quantité de phosphatidylbutanol formée 750 µL de la phase organique 
sont mis à évaporés sur la nuit dans des microtubes de 1,5 mL. 50 µL de la phase 
organique sont également prélevés et mis à évaporer dans des tubes à scintillation afin de 
mesurer la «radioactivité totale» et de normaliser les valeurs de comptage de la 
radioactivité. 
Après évaporation, les échantillons sont repris dans 50 µL de chloroforme contenant du 
phosphatidylbutanol «froid», servant de marqueur de taille, à une concentration finale de 
10mg/ml. Les échantillons sont ensuite déposés sur une plaque de silice G60 (VWR, 
Fontenay-sous-bois, France). La plaque a ensuite été placée dans une cuve en verre 
contenant l’éluant composé d’éthyl acétate / isooctane / acide acétique / eau 
(55:25:10:50). Après 1 heure de migration, la plaque de silice est séchée puis placée dans 
une cuve de migration saturée en iode afin de marquer les lipides et plus particulièrement 
le phosphatidylbutanol. La silice contenant le phosphatidylbutanol est récupérée et placée 
dans des tubes à scintillations. Afin de réaliser la mesure de radioactivité, 200µL d’un 
mélange de méthanol / eau (1:1) et 4 mL de liquide à scintillation sont ajouté dans chaque 
tube. 
" D - Mesure de la viabilité cellulaire : test MTT : 
Le test MTT est un test colorimétrique couramment utilisé pour la quantification de la 
prolifération, la viabilité et la toxicité cellulaire. Le MTT (bromure de 3-[4,5 
dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium) est un sel de tétrazolium. En présence de 
cellules métaboliquement actives, le MTT (jaune) est clivé par des succinate 
déshydrogénases de la chaîne respiratoire mitochondriale pour former des cristaux de 
formazan violets [Mosmann T., 1983]. Après solubilisation des cristaux avec du DMSO, 
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l 'absorbance de la solution colorée obtenue est mesurée à 570 nm par 
spectrophotométrie. L'intensité de la coloration est proportionnelle à la quantité de cellules 
vivantes.
Figure 7 : réaction de clivage du MTT en Formazan 
Les cellules ont été ensemencées en plaques 6 puits. Après traitement, 50 μl de réactif 
MTT à 5 mg/ml ont été ajoutés directement dans le milieu de culture puis incubation à 
37°C pendant 2 heures. Le milieu de culture a été ensuite éliminé et les cristaux de 
formazan formés ont été solubilisés dans 1 ml de DMSO, puis la DO est mesurée à 570 
nm.
" E - Mesure de la prolifération cellulaire : test thymidine tritiée.
Le test à la thymidine tritiée repose sur la capacité des cellules en prolifération à 
incorporer la thymidine tritiée lors de la synthèse de l’ADN. Plus les cellules prolifèrent 
plus elles incorporerent de radioactivité.
Les cellules sont ensemencées dans des plaques 6 puits. Apres traitement, de la 
thymidine tritiée est ajoutée dans le milieu à une concentration finale de 0,5 µCi/ml. 
L’incubation dure 6 heures à 37 °C. Le milieu est ensuite aspiré et les cellules rincées au 
PBS froid. Ensuite deux lavages de 10 min avec une solution de TCA 10% sont réalisés. 
Finalement les cellules sont lysées par l’ajout de 600µL d’une solution de NaOH 0,3M / 1 
% SDS. Apres une incubation de 30 minutes, 500 µL du lysat est récupéré et placé dans 
un tube contenant 4 ml de liquide à scintillation, puis la radioactivité est mesurée grâce à 
un compteur à scintillation.
" F - Mesure de l’activité transcriptionnelle des facteurs HIFs : système de gènes 
rapporteurs :
Les cellules sont ensemencées en plaques 24 puits et transfectées par 150ng de 
plasmide exprimant la luciférase «Firefly» sous contrôle de 3 HRE présentes issues du 
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promoteur de l’érythropoéitine humaine et 50 ng de plasmide exprimant la luciférase 
«Renilla» sous contrôle du CMV comme contrôle de normalisation. La transfection est 
réalisée grâce à la Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen) selon les recommandations du 
fournisseur.
La mesure de la bioluminescence est réalisée grâce au kit «Dual-Luciferase® Reporter 
Assay System» de Promega. Brièvement, les cellules sont dans un premier temps lysées 
grâce au tampon PLB permettant la conservation de l’activité enzymatique des deux 
luciférases (figure 8). Finalement, l’activité enzymatique des deux enzymes est mesurée 
grâce à un luminomètre après ajout de leurs substrats respectifs.
Figure 8 : réaction enzymatique catalysée par les luciférases «Firefly» et «Renilla»
" G - Mesure de l’expression des ARNm : RT-PCR quantitative
Après traitement, les cellules sont récupérées et les ARNs totaux sont extraits grâce au kit 
«RNeasy» de Qiagen selon les recommandations du fournisseur. Après dosage des ARNs 
totaux, les ADNc sont synthétisés, à partir de 1µg d’ARN total, en utilisant le kit 
«SuperScript III First-Strand Synthesis System» de Invitrogen selon le protocole du 
fabricant. La PCR quantitative est ensuite réalisée sur les ADNc grâce aux amorces 


















Tableau 9 : Séquences des amorces utilisées pour la qRT-PCR
La réaction de PCR quantitative est réalisée sur un thermocycleur AbiPrism 7300 (Applied 
Biosystems). Les résultats sont analysés grâce au logiciel AbiPrism 7300. L’expression 







La SphK1 est nécessaire pour l’induction de HIF-2α en hypoxie dans diverses 
lignées cellulaires.
Afin d'étudier le rôle de SphK1 dans la régulation de l’expression de HIF-2α, nous avons 
dans un premier temps déterminer le niveau de HIF-2α en normoxie et en hypoxie dans 
cinq lignées cellulaires différentes (PC3, U87, A549, CAKI-1 et A498) traitées avec le 
siRNA dirigé contre la SphK1. Une forte inhibition de l’activité de la SphK1 (70 à 90%) a 
ainsi été obtenue en réponse au traitement avec le siRNA anti-SphK1(Si SphK1) en 
comparaison des cellules traitées avec le siRNA contrôle (Si Scr) dans l’ensemble des 
lignées cellulaires étudiées (figure 1A). De plus, bien que la protéine HIF-2α soit exprimée 
dans l’ensemble des lignées étudiées, une inhibition du taux de HIF-2α est observé dans 
les cellules tumorales traitées avec le siRNA dirigé contre la SphK1 et cela après 6 heures 
d’hypoxie (figure 1B-F). Ces résultats suggèrent que la SphK1 est nécessaire pour la 
régulation de HIF-2α induite par l’hypoxie. Il est clairement établi que le facteur HIF-2α est 
un facteur important dans les RCCs, et que la compréhension des mécanismes 
moléculaires régulant HIF-2α dans un contexte tumoral est essentielle. Pour cette raison, 
le reste de l’étude a été réalisée dans trois lignées de RCC présentant des statuts 
différents vis-à-vis de HIF-1α et HIF-2α, chacune des lignées représentant un des sous-
groupe retrouvés en clinique humaine (exprimant à la fois HIF-1α et HIF-2α ou seulement 
HIF-2α). Ainsi les lignées A498 et 786-O ne possèdent pas de protéine pVHL fonctionnelle 
et n’expriment que HIF-2α en normoxie et en hypoxie. A l’inverse, la lignée CAKI-1 
exprime une forme fonctionnelle de pVHL. De plus, ces cellules expriment les protéines 
HIF-1α et HIF-2α mais ces dernières sont stabilisées uniquement en hypoxie. 
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Figure 1 : l'inhibition de la SphK1 entraîne une diminution du taux de HIF-2α dans différentes lignées 
cellulaires : Les cellules issues de cancer de la prostate (PC3), de cancer du poumon (A549), de cancer du 
cerveau (U87) ou de cancers rénaux (CAKI-1 et A498) sont transfectées ou non (NT) avec un siRNA dirigé 
contre la SphK1 (si SphK1) ou avec un siRNA contrôle (si Scr). Les siRNA sont utilisés à une concentration 
de 20 nmol/L. Les cellules sont lysées et l’activité SphK1 est testée afin de valider l’efficacité du siRNA (A). 
Ou bien, les cellules sont lysées après 6 heures d’hypoxie (0,1 %) et l’expression de HIF-2α est analysée 
par western blot grâce à un anticorps anti-HIF-2α (B à F).
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Implication de la phospholipase D dans la régulation de HIF-2α par la SphK1 :
Nous avons récemment démontré que, suite à un traitement avec des esters de phorbol, 
l’activité de la SphK1 était augmentée selon un mécanisme dépendant de la 
phospholipase D (PLD) dans des lignées cellulaires de cancer de la prostate (Brizuela et 
al, 2010a). De plus, la voie de la PLD est impliquée dans la régulation du taux de HIF-2α 
dans les cellules issues de cancers rénaux (Toschi et al, 2008). Nous avons donc étudié si 
la PLD pouvait contrôler le taux de HIF-2α via la voie SphK1. Dans un premier temps, 
nous avons déterminé si l’activité de la PLD était augmentée en hypoxie et si cette 
stimulation avait lieu avant l’activation de la SphK1 dans les lignées A498, CAKI-1 et 786-
O. A de faibles concentrations en oxygène, nous avons observé une augmentation 
précoce et transitoire de l'activité de la PLD. Ce pic d’activité atteint un maximum à 30 min 
pour la lignée CAKI-1 ou à 15 min (fig 2A) pour les lignées A498 (fig 2B) et 786-O (fig2C), 
avant de revenir à une activité basale (fig 2). De plus, l’accumulation de HIF-2α a lieu 
après l’activation de la PLD et de la SphK1 dans la lignée CAKI-1 (fig 2 insert). Nous 
avons ensuite évalué le rôle de la PLD dans la voie de régulation de HIF-2α par la SphK1. 
Nous avons dans un premier temps étudié l’effet du butan-1-ol, un inhibiteur de l'activité 
PLD, sur l’activité de la SphK1. En hypoxie, l’inhibition pharmacologique de l’activité PLD 
par le butan-1-ol est associée à une diminution de l’activité de la SphK1, de 30 à 40%, 
dans les lignées CAKI-1 (fig 4A), A498 (fig 4B) et 786-O (fig 4C). A l’inverse, l’inhibition de 
la SphK1 par une approche siRNA n’a pas d’effet sur l’activité de la PLD dans les mêmes 
conditions (résultats non montrés). Afin de s’affranchir d’un effet non spécifique du 
butan-1-ol sur l’activité de la SphK1, les cellules ont été traitées en contrôle avec du tert-
butanol, un alcool tertiaire isomère du butan-1-ol, qui n’est pas un substrat de la PLD. 
Comme attendu, le tert-butanol à la différence du butan-1-ol est sans effet sur l’activité de 
la SphK1 dans les lignées CAKI-1, A498 et 786-O (fig 4A-C). De plus, le butan-1-ol, mais 
pas le tert-butanol, inhibe l’expression de HIF-2α dans les lignées CAKI-1 (fig 4D), A498 
(fig 4E) et 786-O (fig 4F). Afin de déterminer quelle isozyme est impliquée dans la voie 
PLD/
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Figure 2 : l’inhibition des PLDs entraîne une diminution de l’activité de la SphK1 et du taux de 
HIF-2α : Les lignées CAKI-1 (A), A498 (B) et 786-O (C) ont été placées en normoxie ou en hypoxie pour 
différents temps. Puis les cellules ont été lysées et l’activité de la SphK1 et de la PLD ont été mesurées. 
Pour la lignée CAKI-1, le taux de HIF-2α a également été mesuré par western-blot (A - insert).
Figure 3 : validation des siRNA dirigés contre les PLDs par mesure de l’activité de PLD : Les cellules 
CAKI-1 (A), A489 (B) et 786-O (C) ont été transfectées avec 50 nmol/L de siRNA anti-PLD1 et/ou anti-PLD2 






SphK1/HIF-2α, nous avons également étudié l’effet de l’inhibition des PLD1 et PLD2 par 
siRNA sur l’activité de la SphK1 et sur l’expression de HIF-2α dans les lignées de RCC. 
L’utilisation des siRNA nous a permis d’obtenir une inhibition d’environ 50 % des deux 
isoformes de la PLD dans les lignées CAKI-1 (fig 3A), A498 (fig 3B) et 786-O (fig 3C). En 
hypoxie, les siRNA dirigés contre la PLD1 et la PLD2 réduisent l’activité de la SphK1 
d’environ 60 % dans la lignée CAKI-1 (fig 5A), et d’environ 50 % dans les lignées A498 (fig 
5B) et 786-O (fig 5C). De plus comme montré dans la figure 5D, dans lignée CAKI-1, la 
déplétion des PLD1 et PLD2 induite par siRNA entraîne une diminution du taux de HIF-2α 
et l’inhibition combinée des PLD1 et PLD2 induit une diminution plus importante du taux 
de HIF-2α en comparaison de celle observée précédemment. De manière similaire, 
l’inhibition des PLDs entraîne une diminution significative du taux de HIF-2α dans les 
lignées A498 (fig 5E) et 786-O (fig 5F). L’ensemble de ces résultats indique que les 
isozymes PLD1 et PLD2 sont nécessaires pour la régulation de HIF-2α via la voie SphK1 
dans les lignées de RCC. 
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Figure 4 : l’inhibition des PLDs entraîne une diminution de l’activité de la SphK1 et du taux de 
HIF-2α : Les cellules ont été traitées avec du butan-1-ol (0,8 %) afin d’inhiber les PLD ou avec du tert-
butanol (0,8 %) en tant que contrôle. Après 6 heures d’hypoxie, le taux de HIF-2α a été mesuré par western-
blot dans les lignées CAKI-1 (A), A498 (B) et 786-O (C). L’activité de la SphK1 a également été mesurée 
après 2 heures d’hypoxie dans les lignées CAKI-1 (D), A498 (E) et 786-O (F). Les activités enzymatiques 





Figure 5 : l’inhibition des PLDs entraîne une diminution de l’activité de la SphK1 et du taux de 
HIF-2α : Les cellules ont été transfectées avec 50 nmol/L de siRNA anti-PLD1 et/ou anti-PLD2 ou avec 
50nmol/L de siRNA contrôle. Apres 2 ou 6 heures d’hypoxie, l'activité de la SphK1 (A, B  et C) et l’expression 
de HIF-2α (E, F et G) ont été mesurées. Les activités enzymatiques relatives ont été normalisées par rapport 






Les espèces réactives de l’oxygène régulent l’axe SphK1/HIF-2α : 
Au cours de ces dernières années, différents travaux ont mis en évidence un lien entre la 
production des espèces réactives de l’oxygène (ROS), l’hypoxie et la régulation des 
facteurs HIFs (Gorlach & Kietzmann, 2007; Poyton et al, 2009). Parmi les voies de 
signalisation régulant HIF, il a été montré que les ROS pouvaient réguler l’activité de la 
PLD (Servitja et al, 2000). De plus, nous avons précédemment montré que la régulation 
de HIF-1α par la SphK1 était liée au métabolisme des ROS (Ader et al, 2008a). Afin de 
déterminer si les ROS étaient impliquées dans la régulation de la voie PLD/SphK1/HIF-2α, 
les cellules RCC  ont été traitées avec différents anti-oxydants : le N-acétylcysteine (NAC) 
ou la catalase. Le traitement avec la catalase ou le NAC  inhibe l’accumulation de HIF-2α 
en hypoxie dans le les cellules CAKI-1 (fig 6A et B), A498 (fig 6C et D) et 786-O (fig 6E et 
F). De plus, le prétraitement des cellules avec le NAC ou la catalase entraîne une 
diminition de l’activité de la SphK1 et de la PLD dans les lignées CAKI-1, 786-O et A498 ; 
montrant ainsi que les ROS constituent un signal d’activation pour la PLD et la SphK1. 
Ces résultats (fig 6 et 7) mettent en évidence que, en hypoxie, les ROS augmentent 
l’expression de HIF-2α via la PLD et la SphK1 dans les lignées de RCC. 
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Figure 6 : Rôle des espèces réactives de l’oxygène (ROS) dans la régulation de la voie PLD/SphK1/
HIF-2α : Les cellules CAKI-1 ont été traitées avec 10 mM de N-acetyl-cytéine (A) ou des concentrations 
croissantes de catalase (B) puis le niveau d’expression de HIF-2α a été mesuré par western blot après 6 
heures de normoxie ou d’hypoxie. Les cellules A498 (C et D) et 786-O  (E et F) ont été traitées avec 10 mM 
de N-acetyl-cytéine ou 750 unités/ml de catalase puis le niveau d’expression de HIF-2α a été mesuré par 





Figure 7 : Rôle des espèces réactives de l’oxygène (ROS) dans la régulation de la voie PLD/SphK1/
HIF-2α : Les cellules CAKI-1 (A et B), A498 (C et D) et 786-O  (E et F) ont été traitées avec 10 mM de N-
acetyl-cyteine ou 750 unités/ml de catalase, puis l’activité de la SphK1 a été mesurée après 1 heure ainsi 





L’inhibition de la SphK1 provoque une diminution du taux de HIF-2α 
indépendamment de pVHL : 
Afin d’étudier le rôle de la SphK1 dans la régulation de la voie HIF-2, nous avons utilisé 
deux lignées de RCC  n’exprimant pas la protéine VHL et exprimant la protéine HIF-2α en 
normoxie et en hypoxie (Maxwell et al, 1999). De plus, ces lignées n’expriment pas 
HIF-1α. Or nous avons vu que la SphK1 est impliquée dans la régulation de HIF-1a, 
l’absence de ce facteur dans les lignées 786-O et A498 nous a donc permis de nous 
assurer que les effets étaient seulement dus à une inhibition du facteur HIF-2a (Ader et al, 
2008a; Cho et al, 2011). Dans ces deux lignées de RCC pVHL -/-, qui présentent un fort 
taux de protéine HIF-2α, l’inhibition de la SphK1 entraîne une forte diminution du taux de 
HIF-2α en condition d’hypoxie (fig 8 A et B). Par la suite, nous avons voulu déterminer si 
l’inhibition de HIF-2α était corrélée à une perte de fonction. Pour cela, nous avons utilisé 
un système de gènes rapporteurs exprimant la luciférase sous contrôle de 3 séquences 
HRE (Hypoxia Response Element) qui sont les séquences consensus de fixation des 
facteurs HIFs. Ainsi les cellules transfectées avec le siRNA dirigé contre la SphK1 
montrent une forte inhibition de l’expression de la luciférase, comprise entre 50 et 70 %, 
en comparaison des cellules traitées avec le siRNA contrôle (fig 8 C et D). L’activité 
transcriptionnelle de HIF-2 a de plus été étudiée en suivant l’expression de deux gènes 
cibles de HIF-2 : les protéines GLUT-1 et cycline D1. Dans les lignées 786-O et A498, 
l’expression des protéines GLUT-1 (fig 8 E et F) et cycline D1 (fig 8 G et H) est ainsi 
fortement diminuée suite à l’inhibition de la SphK1. De plus, les tests d’incorporation de 
thymidine tritiée [3H] (fig 9A) et de prolifération MTT (fig 9B) nous ont permis de démontrer 
que les cellules A498 et 786-O traitées avec le siRNA SphK1 proliféraient moins vite et 
avaient un taux de survie plus faible que les cellules traitées avec le siRNA contrôle. Ces 
résultats suggèrent que la diminution du taux de HIF-2α suite à l’inhibition de la SphK1 
entraîne une prolifération et une viabilité des cellules tumorales plus faibles.
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Figure 8 : l’inhibition de la SphK1 entraîne une diminution de l’activité transcriptionnelle de HIF-2 :
Les lignées A498 ou 786-O ont été transfectées avec 20 nmol/L de siRNA anti SphK1 ou contrôle. 
L’expression de HIF-2α a ensuite été analysée par western-blot (A et B). Les lignées A498 et 786-O  ont été 
transfectées avec 20nmol/L de siRNA anti-SphK1 ou siRNA contrôle et incubées pendant 18 heures en 
hypoxie (0,1 % d’oxygène). L’activité transcriptionnelle de HIF-2 a ensuite été mesurée en utilisant un 
système de gène rapporteur HRE-luciférase (C et D), l’expression des gènes cibles de HIF-2 : GLUT-1 (E et 






Figure 9 : l’inhibition de la SphK1 entraîne une diminution de la prolifération et  de la viabilité 
cellulaire : Les lignées A498 et 786-O  ont été transfectées avec 20nmol/l de siRNA anti-SphK1 (siSphK1) 
ou siRNA contrôle (SiScr) puis placées en normoxie ou hypoxie durant 18 heures. Puis la prolifération 




La SphK1 stimule la traduction de HIF-2α : 
L’inhibition de la SphK1 peut diminuer l’expression de HIF-2α selon trois mécanismes 
distincts : une diminution de (i) l’expression de l’ARN messager de HIF-2α (ii) de la 
stabilité de protéine HIF-2α ou (iii) de la synthèse de HIF-2α. La première hypothèse a été 
exclue en montrant que l'inhibition de la SphK1 par le siRNA entraînait bien une diminution 
du taux de l’ARNm de la SphK1 mais n’avait aucun effet sur le niveau d’expression de 
l’ARNm de HIF-2α dans les lignées A498 (fig 10A) et 786-O (fig 10B). Les sous unités 
HIF-a sont décrites comme étant dégradées par le système ubiquitine-protéasome. Ainsi 
si l’inhibition de la SphK1 entraîne une diminution du taux de HIF-2α en diminuant sa 
stabilité, l’utilisation d’inhibiteurs du protéasome devrait bloquer cette diminution. Or 
comme le montre la figure 11, l’inhibition du protéasome par le MG132 n'a aucun effet sur 
la diminution du taux de HIF-2α suite à l’inhibition de la SphK1 dans les deux lignées 
cellulaires étudiées. Afin de vérifier le rôle de la SphK1 sur la stabilité de HIF-2a, nous 
avons étudié l’effet de l’inhibition de la SphK1 sur la demi-vie de la protéine HIF-2α. Pour 
cela, les cellules RCC ont été traitées avec un inhibiteur de la SphK1, le SKi, et un 
inhibiteur de la synthèse protéique, la cycloheximide (CHX). Suite à ce traitement, le taux 
de la protéine HIF-2α a été déterminé à différents temps afin de déterminer la demi-vie 
apparente de la protéine. Les résultats obtenus montrent que l'inhibition pharmacologique 
de la SphK1 n’entraîne pas de modification significative de la demi-vie de la protéine en 
comparaison des cellules traitées avec la cycloheximide seule (fig 12). L’ensemble de ces 
résultats suggèrent que la diminution du taux de HIF-2α observée suite à l’inhibition de la 
SphK1 serait due à une diminution de la synthèse protéique et non à une augmentation de 
la dégradation de la protéine. Afin d’étudier le rôle de l'inhibition de la SphK1 sur la 
diminution de la synthèse de novo de HIF-2α, les cellules RCC ont été traitées avec de la 
cycloheximide afin de bloquer toute synthèse protéique puis les cellules ont été placées 
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Figure 10 : La SphK1 semble réguler HIF-2 à un niveau traductionnel : Les cellules A498 (A) et 786-O 
(B) ont été transfectées avec 20 nmol/l de siRNA anti-SphK1 ou contrôle et incubées pendant 6 heures en 
hypoxie (0,1%). Les cellules ont ensuite été lysées et le taux d’expression des ARNm de la SphK1 et de 
HIF-2α ont été mesurés par qRT-PCR .
Figure 11 : La SphK1 régule HIF-2 à un niveau traductionnel : Les cellules A498 (A) et 786-O  (B) ont été 
transfectées avec 20 nmol/l de siRNA anti-SphK1 ou contrôle et incubées pendant 6 heures en hypoxie 






dans du milieu frais. Ces cellules pré-traitées avec la cycloheximide ont ensuite été 
traitées ou non avec l’inhibiteur de la SphK1 durant différents temps et le taux de la 
protéine HIF-2α a été suivi par western-blot. Comme montré dans la figure 13 le taux de 
HIF-2α est plus important dans les cellules non traitées avec le SKi en comparaison des 
cellules ayant été traitées. Ces résultats tendent donc à confirmer que l’inhibition de la 
SphK1 entraîne une diminution du taux de synthèse de HIF-2α.
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Figure 12 : La SphK1 régule HIF-2 à un niveau traductionnel : Les cellules A498 (A) et 786-O  (B) ont été 
placées 2 heures en hypoxie puis traitées avec la cycloheximide seule ou avec le SKi (10µM). Le taux 
d’expression de HIF-2α a ensuite été mesuré par western blot afin de déterminer la demi-vie de la protéine
Figure 13 : La SphK1 régule HIF-2 à un niveau traductionnel : Les cellules A498 (A) et 786-O  (B) ont été 
incubées en hypoxie avec la cycloheximide pendant 2 heures, puis le milieu a été remplacé par du milieu 
frais avec ou sans SKi (10µM). Les cellules ont ensuite été récupérées à différents temps et l’expression de 





Implication de la SphK1 dans la régulation de la voie de traduction mTOR/p70S6K/
4EBP1 :
Afin de déterminer selon quel mécanisme l’inhibition de la SphK1 conduit à une diminution 
de l’expression de HIF-2α, nous avons étudié si la phosphorylation de mTOR était 
contrôlée par la SphK1. En effet, différents travaux ont montré que l’activation de mTOR 
ainsi que ses protéines cibles p70S6K et 4EBP1 (Hay & Sonenberg, 2004) peuvent être 
impliquées dans la régulation de la synthèse de novo de HIF-1α (Fukuda et al, 2002; 
Laughner et al, 2001). De plus, il a été démontré que la voie de la p70S6K pouvait être 
impliquée dans l’augmentation de la traduction de HIF-1α suite à une augmentation du 
taux des ROS (Liu et al, 2006; Zhou et al, 2007). Nous avons ainsi étudié si l'inhibition de 
la SphK1 entraînait une diminution de l’activation de mTOR ainsi que de la 
phosphorylation de ces protéines cibles : la protéine p70-S6Kinase (Thr 421/Ser 424 et 
Thr 389) et la protéine 4E-BP1 (Ser65). Nous avons ainsi pu observer une diminution de 
l’expression des formes phosphorylées de mTOR (Ser 2448) ainsi que de p70-S6Kinase 
et 4E-BP1 suite à la transfection des cellules A498 et 786-O avec le siRNA dirigé contre la 
SphK1 (figure 14). L’ensemble de ces résultats tend à supporter l’hypothèse selon laquelle 
l'inhibition de la SphK1 conduit à une diminution de la traduction de HIF-2α selon un 
mécanisme dépendant des protéines p70-S6Kinase, mTOR et 4E-BP1. 
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Figure 14 : Implication de la SphK1 dans la régulation de la voie de traduction mTOR/p70S6K/4EBP1 :
Les cellules A498 (A) et 786-O (B) ont été transfectées avec 20 nmol/l de siRNA anti-SphK1 ou contrôle et 
incubées pendant 4 heures en hypoxie (0,1 %). Les cellules ont ensuite été lysées et le taux d’expression 








Le but de ce travail de thèse a été d’étudier s’il existait un lien entre la SphK1 et le facteur 
HIF-2 ce qui établirait la SphK1 comme régulateur central des facteurs HIFs et de 
l’adaptation au stress hypoxique. En effet, nous avons préalablement démontré que la 
SphK1 était capable de réguler le facteur HIF-1α dans de nombreuses lignées tumorales 
(Ader et al, 2008b) et bien que les travaux de Anelli et al aient suggéré que le facteur 
HIF-2 était capable d’induire une augmentation de l’expression de la SphK1 en hypoxie 
(Anelli et al, 2008) ; jusqu’à présent aucune étude n’avait mis en évidence une régulation 
de HIF-2α par la SphK1. Nous avons ainsi démontré pour la première fois que l’inhibition 
de la SphK1 entraînait, comme cela est le cas pour HIF-1α, une diminution du taux de 
HIF-2α dans de multiples lignées cellulaires issues de différents cancers confirmant le rôle 
canonique de la SphK1 dans la régulation des facteurs HIFs. Nous avons de plus observé 
qu’une inhibition prolongée de HIF-2a (par approche siRNA) dans nos modèles cellulaires 
entraînait une diminution de l’activité de la SphK1 (résultats non montrés) et cela en 
accord avec les travaux d’Anelli et al. Au vu de ces résultats, il est envisageable que 
l’activité SphK1 régule en premier lieu l’activité de HIF-2α (et/ou HIF-1α) qui régulerait à 
son tour la transcription de la SphK1. 
De manière similaire à la SphK1, il a été mis en évidence que l’activité de la PLD était 
augmentée dans de nombreux cancers gastriques, rénaux et colorectaux en comparaison 
aux tissus sains (Oshimoto et al, 2003; Zhao et al, 2000). De plus, nous montrons ici que 
comme l’activité de la SphK1 (Ader et al, 2008b), l’activité de la PLD est augmentée en 
hypoxie. Cette observation étant en accord avec des travaux réalisés dans des modèles 
primaires de phéochromocytomes (Yamakawa et al, 2000) et de cellules musculaires 
lisses artérielles (Plevin et al, 1994) ayant mis en évidence une augmentation de l’activité 
de la PLD en hypoxie dans ces modèles. De plus, de nombreux travaux ont mis en 
évidence un lien entre l’activité de la SphK1 et celle de la PLD. Notre équipe a notamment 
montré que la PLD, suite à son activation par la voie des MAPK, était impliquée dans 
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l’activation de la SphK1 dans des modèles de cancers prostatiques (Brizuela et al, 2010b). 
De la même manière, il a été montré que le resvératrol était capable d’inhiber la SphK1 
selon un mécanisme dépendant de la PLD dans des lignées leucocytaires (Issuree et al, 
2009). Néanmoins, il faut noter que certains travaux ont mis en évidence que’ à l’inverse, 
la SphK1, pouvait également contrôler l’activité de la PLD dans certaines conditions via la 
production de S1P (Meacci et al, 2004).
Néanmoins, nous montrons ici qu’en condition d’hypoxie, l’activation de la SphK1 est 
dépendante de l’activité de la PLD et que l’inhibition de la SphK1 reste sans effet sur 
l’activité de la PLD en hypoxie (résultats non montrés). Le fait que la PLD se situe en 
amont de la SphK1 et de la stabilisation de HIF-2a est de plus confirmé par le fait que le 
pic d’activation de la PLD a lieu avant l’activation de la SphK1 et la stabilisation de HIF-2a 
en hypoxie.
Différentes études ont montré que cette activation de la SphK1 par la PLD impliquerait le 
produit de celle-ci : l’acide phosphatidique. En effet, l’acide phosphatidique permettrait 
d’adresser la SphK1 à la membrane grâce à son interaction avec la protéine. (Delon et al, 
2004; Guo et al, 2011). Il serait donc intéressant d’étudier l’implication de l’acide 
phosphatidique dans la régulation de l’activité de la SphK1 par la PLD en conditions 
d’hypoxie.
Il est actuellement établi que le taux des espèces réactives de l’oxygène (ROS) est 
augmenté en hypoxie (Chandel et al, 2000a) et que ces ROS seraient impliquées dans la 
régulation des facteurs HIFs notamment suite à une inhibition directe des PHD (Kaelin, 
2008) mais également via une modulation de la voie AKT/GSK3b (Skuli et al, 2006). De 
plus, différents travaux ont établi un lien entre les ROS et la SphK1 d’une part et les ROS 
et la PLD d’autre part. En effet, nous avons précédemment démontré que les ROS étaient 
responsables de l’activation de la SphK1 en hypoxie (Ader et al, 2008b). A l’inverse, 
d’autres travaux ont montré que la SphK1 pouvait exercer ces effets biologiques par la 
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production de ROS (Golan et al, 2012; Kasper et al, 2010). De manière similaire, des 
travaux ont montré que la PLD pouvait à la fois être régulée par les ROS (Servitja et al, 
2000) mais également stimuler la production de ROS (Norton et al, 2011). Mais jusqu’à 
présent aucune étude n’avait établi de lien entre les ROS et une voie PLD/SphK1/HIF-2a. 
Nous montrons ici que les ROS seraient responsables de l’activation de la PLD et de la 
SphK1 entraînant ainsi une stabilisation de HIF-2 a.
Il faut cependant noter qu’il existe deux isoformes de la PLD : la PLD1 et la PLD2. De 
plus, d’autres travaux ont montré que ces deux isoformes étaient impliquées dans 
l’adaptation au stress hypoxique. En effet, il a été montré que dans un modèle de rétine, le 
VEGF était capable d’induire une stimulation de l’angiogenèse suite à une augmentation 
du taux de la PLD1 (Zhang et al, 2010b). L’activité de la PLD2 est quant à elle augmentée 
en hypoxie dans un modèle de phéochromocytomes et que cette activation serait 
responsable de la survie des cellules suite à un stress hypoxique (Yamakawa et al, 2000). 
Néanmoins, les auteurs de ces deux études ne se sont pas intéressés au rôle des facteurs 
HIF-a dans ces mécanismes. Nous montrons ici par une approche d'inhibition spécifique 
de la PLD1 et de la PLD2 que les deux isoformes de la PLD sont impliqués dans 
régulation de HIF-2a et cela en accord avec les résultats de Toschi et al. (Toschi et al, 
2008). Il faut de plus préciser que les travaux de cette même équipe ont démontré que les 
PLDs pouvait également réguler le taux de HIF-1a dans certains modèles de cancers 
rénaux (Toschi et al, 2008). Il pourrait donc être pertinent de déterminer le rôle des PLDs 
dans la régulation de HIF-1a suite à l'activation de la SphK1 par les ROS. 
Une partie de ce travail a porté sur la compréhension des mécanismes de régulation de 
HIF-2a par la SphK1. Bien que de nombreux travaux aient mis en évidence l’importance 
de pVHL dans les mécanismes de régulation des facteurs HIF-a (Maxwell et al, 1999), 
nous montrons ici que la régulation de HIF-2a par la SphK1 se fait indépendamment du 
statut pVHL des lignées cellulaires. De plus, l'inhibition de la SphK1 entraîne une 
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diminution de la prolifération et de la viabilité cellulaire dans les lignées pVHL -/-, mettant 
ainsi en évidence un mécanisme de régulation de HIF-2a original présentant un intérêt 
thérapeutique pour le traitement des cancer n’exprimant pas pVHL.  
Nous travaux précédents (Ader et al, 2008b) avaient permis de mettre en évidence un 
nouveau mécanisme de régulation de la stabilité de HIF-1a impliquant la SphK1. 
Cependant, les résultats présentés ici mettent en évidence un mécanisme de régulation 
de HIF-2a par la SphK1 différent. En effet, nous résultats laissent supposer que cette 
régulation a lieu à un niveau traductionnel. 
Différentes voies ont été impliquées dans la régulation de la traduction des facteurs HIF-a. 
La voie mTOR ainsi que ces protéines cibles, 4EBP1 et p70S6K, ont ainsi été impliquées 
dans la régulation de la traduction de HIF-1a (Garcia-Maceira & Mateo, 2009) et cela 
notamment en réponse à certains facteurs de croissance (Fukuda et al, 2002; Laughner et 
al, 2001). De nombreux travaux ont également mis en évidence un lien entre l’activation 
de la voie mTOR et la PLD. En effet, il a été montré que l’acide phosphatidique était 
capable d’induire l’activation de mTOR en interagissant avec cette protéine (Fang et al, 
2001; Kam & Exton, 2004). L’acide phosphatidique est de plus nécessaire pour 
l’association de mTOR avec Raptor pour former mTORC1 et de mTOR avec Rictor pour 
former mTORC2 (Toschi et al, 2009). Ces deux complexes étant impliqués dans la 
régulation de l’expression des facteurs HIF-1a et HIF-2a (Toschi et al, 2009). Les résultats 
présentés ici confirment le rôle de cette voie dans le contrôle de la traduction de HIF-2α et 
montrent pour la première fois que l’inhibition de la traduction de HIF-2α par l’inhibition de 
la SphK1 implique une modulation de l’activation des protéines p70-S6kinase, mTOR et 
4EBP1 et cela dans différents modèles cellulaires. Des travaux ont également montrés 
que l’acide phosphatidique pouvait phosphoryler p70S6K sur sa thréonine 389 
indépendamment de mTOR (Lehman et al, 2007). Il semblerait néanmoins que dans notre 
modèle, la régulation de p70S6K et de 4EBP1 soit dépendante mTOR puisque l'inhibition 
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de cette dernière par traitement à la rapamycine induit une diminution de l’activation de 
p70S6K et de 4EBP1 (résultats non montrés). Finalement, des études ont montré que la 
S1P, via l’activation de ces récepteurs, pouvait activer mTOR (Liu et al, 2010; Maeurer et 
al, 2009). Il sera donc pertinent d’étudier le rôle de la S1P sur la traduction de HIF-2a 
dans nos modèles cellulaires. 
Le fait que la SphK1 régule à la fois le facteur HIF-1α et HIF-2α, selon deux mécanismes 
différents, confirme la pertinence de la stratégie visant à cibler la SphK1 afin d’inhiber 
l’hypoxie intratumorale. Cette stratégie serait particulièrement relevante dans le cas des 
cancers rénaux puisqu’elle permettrait de cibler l’ensemble des groupes de RCC et cela 







Ces résultats placent la SphK1 comme régulateur central des facteurs HIF-a. Or la S1P 
produite par la SphK1 joue un rôle clef dans la majorité des mécanismes contrôlés par 
cette protéine et cela notamment par l’activation des récepteurs à la S1P. La suite de ce 
travail consistera ainsi à étudier le rôle de la S1P extracellulaire dans les mécanismes de 
régulation des facteurs HIF-a par la SphK1. 
Rôle de la S1P extracellulaire dans la régulation des facteurs HIFs :
Nous avons donc étudié si la S1P extracellulaire pouvait être impliquée dans la régulation 
des facteurs HIF-a dans nos modèles cellulaires. Ainsi des résultats préliminaires obtenus 
au sein de notre équipe semblent également confirmer le rôle de la S1P extracellulaire 
dans la régulation des facteurs HIF-a. En effet, dans un premier temps nous avons étudié 
l’effet de la déplétion de la S1P extracellulaire sur le taux de HIF-1a dans différentes 
lignées cellulaires : PC3 (cancer prostatique), U87 (glioblastome) et A549 (cancer 
pulmonaire). Pour cela, nous avons utilisé un outil original : un anticorps dirigé contre la 
S1P. Cet anticorps anti-S1P mis au point par l’équipe de Roger Sabbidini (Visentin et al, 
2006) est capable de bloquer l’action extracellulaire de la S1P en agissant comme une « 
éponge » vis-à-vis de ce sphingolipide. Nous avons ainsi montré que l’utilisation de cet 
anticorps bloquant la S1P extracellulaire provoque une diminution du taux de HIF-1α dans 
nos différents modèles cellulaires, diminution dépendante de la concentration d’anticorps 
utilisée (figure 1A). De plus, cet anticorps est à même de diminuer l’activité 
transcriptionnelle des facteurs HIFs. En effet, comme montré dans la figure 1B, le 
traitement des cellules PC3 et A549 avec l’anticorps anti-S1P a pour conséquence une 
diminution de l’expression du système de gènes rapporteurs traduisant une diminution de 
l’ordre de 35 % de l’activité transcriptionnelle des facteurs HIFs.
173
Figure 1 : l’utilisation d’un anticorps anti-S1P entraîne une diminution du taux de HIF-1a et de son 
activité transcriptionnelle:
Les lignées PC3, U87 et A549 ont été traitées avec des concentrations croissantes d’anticorps. L’expression 
de HIF-1α a ensuite été analysée par western-blot. Les lignées PC3 et A549 ont été traitées avec 50 µg/ml 
d’anticorps ou 5 µM de SKi comme contrôle puis incubées pendant 18 heures en hypoxie (0,1 % d’oxygène). 





Rôle des récepteurs la S1P1 et S1P3 dans la régulation des facteurs HIFs :
Nous avons vu que la S1P extracellulaire peut agir via 5 récepteurs, S1P1-5, une partie du 
travail consistera donc à identifier les récepteurs impliqués dans les mécanismes de 
régulation des facteurs HIFs. Afin de déterminer quels sont les récepteurs impliqués, nous 
avons dans un premier temps utilisé un composé antagoniste des récepteurs S1P1 et 
S1P3, le VPC23019. Les premiers résultats obtenus avec cet antagoniste montrent que 
l’un ou les deux récepteurs seraient impliqués dans cette régulation. En effet, le 
VPC23019 est capable de provoquer une diminution de l’expression des facteurs HIFs 
(figure 2A) ainsi que de leur activité transcriptionnelle (40 % pour la lignée PC3 et 60 % 
pour la lignée A549) (figure 2B) et cela dans plusieurs lignées cellulaires différentes.
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Figure 2 : l’utilisation d’un antagoniste des récepteurs S1P1 et S1P3 entraîne une diminution du taux 
de HIF-1a et de son activité transcriptionnelle:
Les lignées PC3, U87 et A549 ont été traitées avec des concentrations croissantes de VPC23019. 
L’expression de HIF-1α a ensuite été analysée par western-blot. Les lignées PC3 et A549 ont été traitées 
avec 2 µM de VPC23019 ou 5 µM de SKi comme contrôle puis incubées pendant 18 heures en hypoxie (0,1 





Rôle des récepteurs la S1P extracellulaire dans la régulation du facteur HIF-2a dans 
les lignées de RCC :
Dans ce travail, nous avons montré que la SphK1 était capable de réguler le taux des 
facteurs HIF-1a et HIF-2a. Néanmoins, cette régulation semble impliquer deux 
mécanismes différents : une régulation de la stabilité pour le facteur HIF-1a (Ader et al, 
2008b) et une régulation de la traduction pour le facteur HIF-2a. Nous avons donc voulu 
étudier l’implication de la S1P extracellulaire dans la régulation de HIF-2a. Pour cela, nous 
avons étudié l’effet de l’anticorps anti-S1P et du VPC23019 sur l’activité transcriptionnelle 
de HIF-2 dans la lignée 786-O n’exprimant pas la protéine HIF-1a. Nous avons ainsi pu 
observer que à la fois l’anticorps anti-S1P et le VPC23019 étaient capables d’induire une 
diminution d’environ 40 % de l’expression du système de gènes rapporteurs dans la lignée 
786-O (figure 3) laissant supposer que la S1P extracellulaire est également impliquée 
dans la régulation de l’expression du facteur HIF-2a via les récepteurs S1P1 et S1P3. 
L’ensemble de ces résultats préliminaires portant sur le rôle de la S1P extracellulaire dans 
laissent supposer un rôle clef de ce sphingolipide dans les mécanismes de régulation des 
facteurs HIFs par la SphK1. De plus, il semblerait que les récepteurs S1P1 et S1P3 soient 
au moins en parti impliqués dans ces mécanismes de régulation. 
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Figure 3 : l’utilisation de l’anticorps anti-S1P ou d’un antagoniste des récepteurs S1P1 et S1P3 
entraîne une diminution de l’activité transcriptionnelle de HIF-2:
Les cellules de la lignée 786-O  ont été traitées avec 50 µg/ml d’anticorps, avec 2 µM de VPC23019 ou 5 µM 
de SKi comme contrôle puis incubées pendant 18 heures en hypoxie (0,1 % d’oxygène). L’activité 









Dans cette étude, nous montrons pour la première fois que la SphK1 régule le taux de 
HIF-2α en hypoxie dans de nombreux modèles cellulaires tels que des lignées issues de 
cancer pulmonaire, prostatique ou du cerveau mais également des lignées ccRCC. 
L’ensemble de ces résultats, mettant en évidence un nouveau rôle de la SphK1 dans la 
régulation de HIF-2α selon un mécanisme différent de celui impliqué dans la régulation de 
HIF-1α. En effet, nous avons montré dans un premier temps que l’inhibition spécifique de 
la SphK1 par une approche siRNA diminuait le taux de HIF-2α en hypoxie mais également 
en normoxie dans les modèles de RCC n’exprimant pas pVHL. De plus, nous avons 
démontré que la SphK1 régulait le taux de HIF-2α au niveau traductionnel par une 
activation de la p70-S6kinase dépendante de la voie mTOR. 
" Au vu de ces résultats et sachant que les tumeurs rénales présentent une 
surexpression de la SphK1 en comparaison des tissus sains (résultats non publiés) et que 
l’hypoxie intratumorale des tumeurs rénales est responsable de la résistance accrue à la 
chimiothérapie, il sera intéressant d’étudier si la diminution de l’hypoxie in vivo par 
l'inhibition de la voie SphK1/S1P produit un effet chimio-sensibilisant.
Suite à cela, nous évaluerons, in vitro et in vivo, l’effet chimio-sensibilisant de l'inhibition 
de la voie SphK1/S1P dans les tumeurs rénales. Pour cela, nous inhiberons la SphK1 en 
combinaison avec la chimiothérapie dans les RCC et nous suivrons l’effet de ce con-
traitement sur la survie cellulaire. Le suivi après chimiothérapie sera déterminé par la 
technique de clonogénie pour les lignées de RCC. Ces résultats nous permettrons 
d’évaluer in vitro la chimiosensibilisation des lignées tumorales suite à l’inhibition de la 
SphK1. Toutefois, ils ne seraient être suffisants pour conclure quant au rôle 
chimiosensiblisant au sein d’une masse tumorale. Il est donc indispensable de compléter 
cette approche par une analyse chez l’animal. Pour cela, nous étudierons l’effet de 
l’inhibition de la SphK1 associée à la chimiothérapie dans des modèles de xénogreffes 
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orthotopiques de RCC. L’efficacité du traitement sera déterminée par suivi du volume 
tumoral et de la dissémination métastatique.
" Nous avons également mis en évidence les voies de signalisation situées en amont 
et responsables de l’activation de la SphK1 en conditions hypoxiques. Nous avons en effet 
montré que l’augmentation du taux des ROS était responsable de l’augmentation de 
l’activité de la SphK1 selon un mécanisme dépendant de la phospholipase D.  De plus, 
l’équipe de Semenza a précédemment mis en évidence le rôle anti-tumorigène des anti-
oxydants in vivo selon un mécanisme dépendant des facteurs HIFs (Gao et al, 2007). De 
manière similaire, il pourra donc être pertinent d’étudier l’effet de l'inhibition de la formation 
des ROS in vivo sur l’expression de HIF-2α et sur la normalisation du système vasculaire 
tumoral dans nos modèles animaux. 
Il pourra également être intéressant d’étudier les mécanismes impliqués dans la 
l’activation de la PLD par les ROS. En effet, différents travaux ont montré que cette 
activation pouvait être dépendante (Min et al, 1998) ou indépendante (Ito et al, 1997) de la 
PKC ou encore impliquer les protéines Rho (Jin et al, 2004a). L’utilisation d’inhibiteurs 
pharmacologiques ou une stratégie d'interférence à l’ARN spécifiques de ces différentes 
voies nous permettra de mesurer leur rôle dans ce mécanisme. 
Finalement, nos résultats préliminaires obtenus suggèrent que la S1P extracellulaire serait 
impliquée dans la régulation des facteurs HIF-α notamment par l’activation des récepteurs 
S1P1 et S1P3. En effet, nous avons montré que l’utilisation d’un anticorps dirigé contre la 
S1P ou d’un antagoniste des récepteurs S1P1 et S1P3 était capable d’induire une 
diminution des facteurs HIF-α ainsi que de leur activité transcriptionnelle. La suite du 
travail consistera en l’étude de l’implication des différents récepteurs à la S1P dans la 
régulation des facteurs HIF-α. De plus, les voies de signalisation situées en aval des 
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récepteurs (MAPK, PI3K...) seront également étudiées afin de déterminer leur poids 
respectif dans la régulation du taux de HIF-2α.
Ces travaux en démontrant pour la première fois le rôle de la voie SphK1/S1P dans 
la régulation de HIF-2a dans différents modèles cellulaires ont permis de confirmer 
le lien entre la SphK1 et  l’adaptation au stress hypoxique. Ainsi la SphK1 apparait 
comme une cible pertinente afin d’inhiber cette adaptation dans le but d’améliorer 
l’efficacité des traitements. 
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Résumé : L’hypoxie est une caractéristique des tumeurs solides qui contrôle la mise en place des 
voies de signalisation impliquées dans la néovascularisation, l’apparition de métastases, 
l'augmentation de la croissance tumorale et la résistance aux traitements. L’activation du facteur 
HIF-1 (Hypoxia Inducible Factor 1) a été identifiée comme le mécanisme principal de l’adaptation 
au stress hypoxique. Bien que les premières études aient principalement porté sur le rôle de 
HIF-1, de nombreux travaux soulignent l’importance de HIF-2 dans la régulation de certains gènes 
et fonctions biologiques. Le facteur HIF-2, présentant une forte homologie avec HIF-1, joue 
notamment un rôle clef dans la progression des cancers rénaux à cellules claires (ccRCC). Nous 
avons précédemment identifié la voie Sphingosine Kinase-1/ sphingosine 1-phosphate (SphK1/
S1P), impliquée dans de nombreux processus dont l’angiogenèse, prolifération et la survie 
cellulaire, en tant que nouveau modulateur de l’activité de HIF-1. Considérant le rôle crucial de 
HIF-2 dans les ccRCC, il est essentiel de mieux comprendre le rôle de la SphK1 dans la régulation 
de HIF-2α dans ces modèles. 
Dans ce but, les mécanismes de régulation du taux de HIF-2α et de l’activité de HIF-2 par la 
SphK1 ont été étudiés. Cette étude in vitro a été réalisée in vitro dans de nombreux modèles de 
ccRCC possédant des profils d’expression de HIF-1α et HIF-2α différents et représentant 
l'ensemble des groupes retrouvés en clinique humaine (expression de HIF-1α et de HIF-2α ou de 
HIF-2α seul). 
De manière intéressante, nos résultats indiquent que la SphK1 régule le taux de HIF-2α dans les 
différents modèles cellulaires, dont les ccRCC. Dans toutes ces lignées l’inhibition de la SphK1 
entraîne une diminution du taux de HIF-2α ainsi qu’une diminution de l’expression des gènes 
cibles de HIF-2. Dans les lignées de ccRCC, la SphK1 stimule la traduction de HIF-2 via 
l’activation des protéines mTOR et p70S6K. En amont, nous avons établi que la phospholipase D 
(PLD) était responsable de l’activation de la SphK1 et que l’inhibition de la PLD conduisait à une 
diminution de l’activité de la SphK1 et du taux de HIF-2α. De plus, l’inhibition de la formation des 
espèces réactives de l’oxygène (ROS) bloque l’activation de la voie PLD/SphK1/HIF-2α. Nous 
avons ainsi identifié la voie ROS/PLD/SphK1 comme une nouvelle voie de régulation du facteur 
HIF-2α.
Ce travail a permis d'identifier la SphK1 comme régulateur clef du facteur HIF-2 démontrant 
l'intérêt thérapeutique de cibler la SphK1 dans le cas des cancers où HIF-2 joue un rôle 
prépondérant tels que les cancers rénaux, pulmonaires et les neuroblastomes.
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